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Bescheinigung 




Die Carl Zeiss Jena GmbH in Jena/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter 
der Bezeichnung 

"Transportsystem zum Handling von Mikrotiterplatten" 

am 4. August 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der urspriingli- 
chen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig das Symbol 
G 01 N 35/02 der International Patentklassifikation erhalten. 
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Begriffe: 

HTS High Throughput Screening 
MTP Mikrotiterplatte 

SPS Speicherprogrammierbare Steuerung 

Die Analyse von einer Vielzahl von Proben ist eine Aufgabenstellung, die sich 
sowohl in der pharmazeutischen Wirkstoffentwicklung als auch in der 
medizinischen Diagnostik fmdet: 

In der pharmazeutischen Wirkstoffentwicklung ist die Entwicklung eines 
neuen Wirkstoffe ein Prozeft der sich uber mehrere Jahre erstreckt und 
Kosten in GroISenordnungen von mehreren hundert Millionen DM verursacht. 
Ausgangspunkt ist eine Zielstruktur (Target) fur die ein geeigneter 
pharmakogener Stoff gesucht wird. [4]. Mit Hilfe einer geeigneten 
biochemischen Nachweisreaktion (Assay) lassen sich Reaktionen zwischen 
Targets und geeigneten Bindungspartnern quantitativ nachweisen. In der 
Pharmazeutischen Industrie existieren derzeit Bibliotheken von Wirkstoffen 
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mit einem Umfang von 300000 bis zu 1000000 verschiedenen 
Reinsubstanzen. Mit jedem neuen Target stellt sich die Aufgabe aus dieser 
Substanzmenge mittels eines geeigneten Assays Bindungspartner zu 
identifizieren. Man bezeichnet diesen Prozefc als High Throughput Screening 
(abgekurzt HTS = "Suchen mit grofcem Probendurchsatz"). Das Ergebnis 
eines solchen Screenings ist eine kleine Anzahl von Substanzen 
(typischerweise 0.5%-1% der Gesamtzahl) die eine positive Reaktion im 
Assay zeigen. Diese Leitstrukturen stellen die Grundlage fur die weitere 
Entwicklung eines Medikaments dar. 
In der medizinischen Diagnostik ergeben sich die gleichen 
Aufgabenstellungen, der Analyse von vielen Einzelproben. (hier meist 
Patientenproben aus Blut, Urin, etc.) mit einer standardisierten 
Nachweisreaktion zum Nachweis von Infektionen, Erkrankungen, genetischen 
Dispositionen. Ein Beispiel ist das Screenen von Spenderblut in Blutbanken 
nach Infektionen. Oder Routineuntersuchungen bei Risikogruppen auf 
Infektionen Oder andere Krankheitssymptome. 
Eine Weiteres Anwendungsfeld im biochemischen Umfeld ist die 
kombihatorische Chemie. Hier werden durch -Parallelsynthese mehrere 
hundert verschieden Elnzelsubstanzen gleichzeitig erzeugt, die im folgenden 
mittels geeigneter Techniken wieder bearbeitet und charakterisiert werden 
mussen 

Zur parallelen Bearbeitung groften Probenmengen hat sich ein 
Probentragerstandard entwickelt: Mikrotiterplatten (abgekurzt MTP) mit 
standardisierten Abmessungen und Lochraster fur 96, 384, 1536. [3] Diese 
Anordnung erlaubt die parallele Bearbeitung von vielen Einzelproben. Die 
Analyse solcher MTP erfolgt durch automatisierte Abarbeitung eines 
Assayprotokolls. Ein solches Protokoll umfalit eine festgelegte Anzahl von 
Bearbeitungsschritten: dazu gehort z.B das Losen und Mischen von 
Substanzen, inkubieren fur eine festgesetzte Zeit sowie die Bestimmung von 
Meliwerten mittels eines geeigneten Analysengerates. Zu diesem Zweck gibt 
es automatisierte Probenverarbeitungsgerate [2] zum Losen von Feststoffen, 
pipettieren, mischen, inkubieren, messen. 
Typische HTS Systeme sind Laborgerate die durch ein zentrales 
Handlingsystem miteinander verbunden sind. Ein solches Handlingsystem 
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besteht aus einem Roboter mit Greifer fur MTP, der entwecler in einer 
Kreisbewegung (Dreh-Schub Arm) oder auf einer linearen Schiene die Piatten 
zwischen den einzelnen Stationen bewegt. 
Die Abarbeitung der einzelnen Arbeitsschritte wird uber eine 
Softwaresteuerung geregelt (Scheduler) Diese optimiert die Abfolge der 
ProzefJschritte hinsichtlich bestehender Randbedingungen (z.B. Platte darf 
nur an eine freie Position ubergeben werden, feste zeitliche Intervalle 
zwischen aufeinanderfolgenden Prozeftschritten mussen eingehalten werden, 
etc. ) 

Die Leistungsfahigkeit solcher Handlingsysteme wird im Betrieb durch die 
folgenden Randbedingungen eingeschrankt: 

Der Roboterarm steht in den meisten Fallen nicht an der Position an der die 
nachste Operation erfolgt. Die Zeit um dorthin zu gelangen hangt von der 
letzten ausgefuhrten Operation ab (ist somit nicht immer gleich) 
Ein Roboterarm braucht 3 Bewegungen um 2 Piatten je eine Position weiter 
zu befordern 

Die oben genannten Beschrankungen mussen von der Software, die das 

Gesamtsystem steuert berucksichtigt werden. 

Die lineare Verknupfung der ProzeRschritte fuhrt dazu, dali die 

Randbedingung fester Zeitintervalle zwischen zwei Bearbeitungsschritten fur 

alle Bearbeitungsschritte eingehalten werden mufi 

Beim Rundtakter ist die Zahl und Grofie der am ProzefX beteiligten 

Komponenten begrenzt, dafur sind die Wege kurz 

Bei der linearen Schiene werden mit zunehmender Lange die Totzeiten in 
denen der Arm zur nachsten Position sich bewegt immer grofSer. 
Die Steuerung eines solchen Systems wird von einem sogenannten 
Scheduler koordiniert. Darunter versteht man ein Programm, das die zeitliche 
Abfolge der Steuerungskommandos berechnet das jede MTP die gleich 
Behandlung (Prozesschritte und Prozelidauer erfahrt). Es gibt zwei 
unterschiedliche Arten von Schedulern: 
Statische Scheduler. Hier wird die zeitliche Abfolge der 
Steuerungskommandos vor ProzefJbeginn berechnet und im Lauf nicht mehr 
modifiziert. 
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Dynamische Scheduler: Hier wird die zeitliche Abfolge der 
Steuerungskommandos vor Prozeftbeginn berechnet. Im Lauf wird bei 
Abweichungen eine Neuberechnung vorgenommen. Dynamische Scheduler 
konnen auf Veranderungen die sich durch kleine Storungen Oder 
Schwankungen im ProzeB ergeben reagieren, mitunter auf Kosten der 
Gleichbehandlung aller Platten. Beide Typen von Schedulern haben z.T. sehr 
komplexe Optimierungen zu vollziehen, die sich aus den oben genannten 

R a nrlh a Hingi mgpn Hpr Trangpnrtgy<;temg wip sift ripr^ft i t in HTS eingesetzt 

werden ergeben 

Aufgabe der Erfindung ist ein Transportsystem , das die genannten 
Einschrankungen Qberwindet. 

Der lineare Prozessablauf wird in Teilschritte untergliedert. Diese Teilschrittte 
werden in autonomen Bearbeitungseinheiten (Modulen), die jeweils ein 
eigenstandiges Transportsystem besitzen, bearbeitet. 

Alle Bearbeitungsschritte eines Prozesses die eine festen zeitliche Beziehung 
zwischen aufeinanderfolgenden Bearbeitungsschritten erfordern (z.B. die 
genaue Einhaltung einer Inkubationszeit) sind auf einen solchen Modul 
zusammengefafct. 

Der Transport zwischen Bearbeitungsplatzen innerhalb eines Modules erfolgt 
synchron die Reihenfolge der Bearbeitungen (die sich durch den jeweiligen 
Prozessablauf ergibt) ist frei definierbar. 

Jedes Modul besitzt einen Puffer fur eingehende und ausgehende Platten. 

Alle Module haben eine gemeinsame standardisierte Schnittstelle 

Der Transport zwischen den Modulen erfolgt asynchron mit einem separaten 

Transportsystem zwischen Ausgangs- und Eingangspuffer 

aufeinanderfolgender Module. Die Reihenfolge des Plattentransportes ist frei 

definierbar. 

Die Steuerung eines Moduls erfolgt uber eine lokalen Steuereinheit. 
Die einzeinen Modul Steuerungen sind uber ein standardisiertes Netzwerk 
(Ethernet, Feldbus, oder kunftige Weiterentwicklungen) mit entsprechendem 
Protokoll (TCP/IP, CAN, oder kunftige Weiterentwicklungen) miteinander 
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verbunden. Ein Leitrechner ubernimmt die Kontrolle uber das gesamte 
System (Client Server Architektur). 

Das Transportsystem zwischen den Modulen k6nnte realisiert werden mit: 
einem linearen Transportsystem mit Greifer 

einem Dreh-Schub Arm mit Greifer und entsprechender Anordnung der 

Module [51 

einem Forderband mit Stoppern und Ein- Ausschleusungen fur die Platten an 
den Modulen 

Das Transportsystem innerhalb der Module konnte realisiert werden mit: 
einem Forderband mit Transfersystemen, zu den einzelnen Komponenten auf 
dem Modul. Fur den Transfer ergeben sich folgende Moglichkeiten: 

- mittels Greifern als "pick and place" Operationen t 

- durch Stopper auf dem Band in Verbindung mit Ein- und Ausschiebern 
zwischen Transportsystem und den einzelnen Komponenten. 
Drehtellern mit je 2 Aufnahmen fur MTPs zwischen denen die Platten bewegt 
werden . 

einem Knickarmroboter [5], in dessen Reichweite die einzelnen Komponenten 
sich befinden. 

Die Steuerung eines Moduls konnte realisiert werden mit: 
Speicherprogrammierbarer Steuerung (SPS) wie z.B. Siemens S5 
Industrie PC mit Steckplatzen 

Mikrocontroller mit Peripheribausteinen (PLC=Programmable Logic 
Controller) 

Die Steuerung des Gesamtsystems konnte realisiert werden mit: 
Speicherprogrammierbarer Steuerung (SPS) wie z.B. Siemens S5 
Industrie PC mit Steckplatzen 

Ein Ausfuhrungsbeispiel fur die Steuerung ware die Anordnung von 
Modulsteuerungen und dem Leitrechner in einer Client Server Architektur. Die 
Steuerungseinheiten bestehen aus PC-Computern, die untereinander durch 
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Ethernet verbunden sind. Als Betriebssystem wird z.B. Windows NT 
verwendet, die Kommunikation via Ethernet wird mittels TCP/IP realisiert 
Dies ist in Fig.1 dargestellt. 

Jedes Modul M weist einen Lokalrechner PC auf , wobei alle Lokalrechner 
der Module dieselbe Schnittstelle aufweisen und uber diese mit dem 
Leitrechner LR verbunden sind.. Die innerhalb des Moduls uerschiedene 
Hardware wird uber den Lokalrechner PC gesteuert, wobei der 
Leitsteuererechner LR uber die einheitlichen Schnittstellen Zugriff auf die 
jeweils im Modul betriebene Hardware hat und diese uber eine 
Ansteuereinheit AEansteuert. 

Vorteile der oben genannten Realisierung 

Die zeitkritischen Prozessschritte sind in Module gekapselt, die uber Puffer 
Platten empfangen und weitergeben. Die Puffer erlauben es daft bei der 
Steuerung des Plattenflusses nicht alle Prozessschritte synchronisiert werden 
mussen, sondern nur die Prozesse die innerhalb eines Moduls stattfinden. 
Die Module sind autonome Funktionseinheiten, die Teilschritte eines 
Prozesses bearbeiten konnen. Sie konnen alleine ohne das Gesamtsystem 
mit einer geeigneten Steuerung betrieben werden. Im Alleinbetrieb erfolgt die 
Zu- und Abfuhrung der Platten entweder uber die Pufferplatze, oder mit 
zusatzlichen Plattenspeichern (Stackern), die mehrere MTPs aufnehmen und 
abgeben konnen. 

Die Module haben eine geringere Komplexitat als das gesamte System. Das 
erleichtert die Wartung und Integration von neuer Hardware und auch das 
Austesten von neuen Prozessen. Wenn das Modul funktioniert, so ist die 
Einbindung ins Gesamtsystem aufgrund der standardisierten Schnittstelle 
gewahrleistet. 

Das gesamte System ist skalierbar. Module konnen hinzugefugt oder 
weggenommen werden. Ein Bandsystem als zentraler Transport lafct sich 
weiter verlangern 

Die Leistungsfahigkeit laftt sich durch parallelisieren von Modulen erhohen 
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In Fig.2 ist das Prinzip cles synchronen / asynchronen Plattentransportes 
dargestellt. 

Dargestellt sind zwei Module M1, M2 mit jeweils mehreren Laborgeraten C1 t 
C2, C3, beispielsweise die fur das Handling mit Proben in Mikrotiterplatten 
erforderlichen Pipettierer, Reader und Inkubatoren. 

An Obergabestellen E1 fur die Zufuhr der Mikrotiterplatten in ein Modul M1 
ude i M2 sowie E2 zu r Ausfuh r de r Mikrotite r platte n aus den Modulen erfolgt 
der Austausch der Module mit einem zentralen Transportsystem 

( Forderband) TS , das den Transport zwischen den einzelnen Modulen , aber 
auch zwischen Eingabespeichereinheiten fur die auszulesenden 
Mikrotiterplatten und Endspeichereinheiten fur ausgelesenen Mikrotiterplatten 
ubernimmt. 

Die Ubergabe an den Einheiten E1 f E2 kann beispielsweise uber 
Schiebeeinheiten unter Anheben und Ansenken der Mikrotiterplatten oder 
uber Greifer erfolgen. 

Fig. 3 stellt das erfindungsgemafce Gesamtsystem dar, bestehend aus dem 
zentralen Transportsystem TS und Ein - und Ausfuhrpuffern EAP zur 
Ubernahme oder Obergabe von Mikrotiterplatten an/ vom Transportsystem 
TS. 

Dies ist in Fig. 4 detailliert dargestellt. 

Hier ubernimmt ein Drehteller mit seinen 2 Plattenositionen die Funktion des 
Ein und Ausgabepuffers. Ober ine Stopp und SChubvorrichtung (SSV wird 
eine Mikrotiterplatte vom zentralen Transportsystem TS angehoben und auf 
dem Drehteller befordert 

Dieser dreht sich und in der gegenuberliegenden Stellung wird die 
Mikrotiterplatte von weiteren Drehtellern DT ubernommen, uber die auch die 
Zufuhr zu in den Moduleinheiten M 2,3,4 vorgesehenen Inkubatoren IK, 
Dispensern DP und Pipettierrobotern PR erfolgt. 

Auf der jeweils abgewandten Seite des Drehtellers kann gleichzeitig eine 
bereits bearbeitete Mikrotiterplatte aufgeladen werden, die bei der Drehung 
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des Drehtellers dann in Richtung des Modulausgangs oder eines Staplers ZP 
zum Stapeln der Mikrotiterplatten transportiert werden kann. 
Die Kollisionsfreiheit kann beispielsweise uber einen Sensor gewahrleistet 
werden, der erkennt, ob die jeweilige Seite des Drehtellers frei ist f so dalS 
eine Mikrotiterplatte zum Rucktransport aufgeladen werden kann. 
Eine weitere denkbare Variante ware ein getakteter Betrieb, so dalS der 
Drehteller immer eine Platte einfuhrt und eine andere Platte ausfuhrt. 
Bestandteil des Moduls kann auch der Reader RE zum optischen Au slesen 
der Mikrotiterplatten sein t hier beispielsweise dargestellt im Modul M3. 
Die Auslesung mittels des Readers kann ein- oder mehrmals erfolgen , 
sowohl im Durchlicht oder auch im Auflicht, wobei Absorption, Fluoreszenz, 
Lumineszenz , Szintillation oder andere auftretende Effekte fur die 
Einzelproben bestimmt werden konnen. 

Die Erfassung der Fluoreszenz ist beispielsweise in /1/, Seite 357,365 
beschrieben. 

In den Modulen konnen zusatzliche Zwischenspeicher ZP fur die MTP 
vorgesehen sein. 

Beispielsweise kann auch uber das Modul M2 die Probenvorbereitung 
erfolgen und im Modul M3 die Auslesung uber einen optischen Reader RE . 
In Modul 1 ist hier ein Plattenspeicher PSP vorgesehen, der uber ein 
Transfersystem TRS und einen Drehteller DT mit dem Transportsystem TS in 
Verbindung steht. 

Modul 5 ist zusatzlich mit Geraten bestuckbar und uber einen Drehteller mit 
TS verbunden. 



Patentanspruche: 

L 

Transportsystem zum Handling unci Transport von Mikrotiterplatten t 
vorzugsweise fur den Einsatz in 
High Throughput Screening, Diagnostik und / Oder 
Kombinatorischer Chemie 

bestehend aus Modulen mit Mitteln zur Probenvorbereitung und/ oder 

Probeneinfullung und/ Oder optischen Auslesung und/ oder 

Plattenspeicherung und/ oder weiteren Verarbeitungs-oder Ausleseschritten, 
mit einem 

innermodularen Transportsystem zum Transport der Mikrotiterplatten 
zwischen den verschiedenen Mitteln 

sowie mindestens einem zentralen Transportsystem zum asynchronen 
Plattentransfer zwischen einzelnen Modulen uber Ein- Ausgabepuffer. 

2. Transportsystem nach Anspruch 1 , wobei 

Ein- und Ausgabepuffer, sowie Plattentransporteinheiten in den Modulen 
vorgesehen sind 

3. Transportsystem nach Anspruch 1 oder 2 , wobei die Platten mittels 
Drehteller mit Schubeinheiten transportiert werden. 

4. Transportsystem nach einem der Anspruche 1-4, wobei 
Einzelmodule mindestens teilweise jeweils mit einzelnen Systemen innerhalb 
des Moduls verbundene Lokalrechner mit nach aufien standardisierter 
Schnittstelle aufweisen , wobei mittels eines Leitrechners uber diese 
Schnittstellen der Transport und/ oder die Verarbeitung und/ oder die 
Bestuckung und/ oder das optische Auslesen gesteuert wird. 
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Neue Wirkstoffe 
durch kombinatorische Chemie 

Verfahren, mit denen sich aus mehreren Satzen 
von chemischen Bausteinen in kurzer Zeit samtliche moglichen Kombinationen erzeugen 
lassen, liefern bei geschickter Wahl der Bausatze Myriaden potentieller Wirkstoffe, 
aus denen man mit Screening- Verfahren die aussichtsreichsten auslesen kann. 

Von Matthew J. Plunkett und Jonathan A. Ellman 



Das Immunsystem bekampft In- 
fektionen unter anderem mit so- 
genannten Antikorpem, die sich 
an die eingedrungenen Krankheitserre- 
ger heften. Etwa eine Billion verschie- 
dener solcher Proteine kann der Korper 
herstelJen. indem er einfach aus mehre- 
ren Sortimenten moglicher Bestandteile 
beliebige Kombinationen bildet. Stan fiir 
jeden neuen JCrankheitserreger eigens ei- 
nen speziellen Amikorper maflzuschnei- 
dern - was vie! zu aufwendig ware 
konfrontien das Immunsystem den Ein- 
dringling mit der Armada der vorhan- 
denen Versionen. wobei sich von alleine 
herausstellu welche darunter die beste 
PalSform haben und sich somit am stark- 
sten anhetten. 

Letztendlich fuhrt das Immunsystem 
also ein Massenscreening seines Anti- 
kdrpervon-ats durch. um die am besten 
geeigneten Exemptare zu finden und die- 
se dann gezielt in groGen Mengen zu 
produzieren. Seit einigen Jahren eifem 
wir und Chemiker andemorts bei der 
Entwicklung neuer Arzneimittel diesem 
naiiirlichen Vorbild nach. Ahnlich wie 
das Immunsystem erzeugen wir durch 
systematise!! variiertes Aneinanderfiigen 
von Bausteinen eine groBe Anzahl ver- 
wandter Substanzen. die wir dann auf 
ihre iherapeutische Wirksamkeit durch- 
mustern. 
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Dieser kombinatorische Ansatz unter- 
scheidet sich grundlegend von der tradi- 
tionellen Suche nach neuen Wirkstoffen. 
Dabei priifcn Mitaxbeiter von Pharmafir- 
men wahllos so ziemlich atle Substanzen, 
deren sie habhaft werden - synthetische 
Verbindungen ebenso wie StorTe, die aus 
Bakterien, Pflanzen oder anderen naiiirli- 
chen Quellen stammen auf Anzetchen 
pharmazeutischer Aktivitat. Sobaid sie 
auf eine erfolgvcrsprechende Substanz 
(eine sogenannte Leitverbindung) sto- 
Ben, modifizieren sie diese Schritt fiir 
Schritt und testen jeweils. wie sich die 
Anderung auf die chemischen und biolo- 
gischen Eigetischaften ausgewirkt hat. . 

Dieses Verfahren Uefert in vielen Fal- 
len zwar tm Endergebnis einigermaOen 
w irksome Verbindungen mit tolerabien 
Nebenwirkungen. Doch der Auf wand ist 
enorm: Fiir jedes so entwickelte neue 
Arzneimittel, das auf den Markt kommt. 
wurden Tausende ahnlicher Verbindun- 
gen synthetisiert, erprobc und schliefllich 
verworfen. Das kostet Zeit und Geld: 
Der Weg von einer Leitverbindung zum 
Praparat in der Apotheke zieht sich tiber 
Jahre hin und verschlingt Hunderte von 
Millionen Marie 

Zwar wurde das kiassische Verfahren 
durch schnellere und zuverlassigere 
Screening-Tests verbessert: auflerdem hat 
man zunehmend gelernt. wie sich ein 



Wirkstoff durch welche Modiftkationen 
verandern laBt. Aber mil dem Fortschritt 
tn der Medizin ist auch der Bedarf an 
Medikamemen gestiegen. die gezielt in 
Krankheitsprozesse eingreifen, wohinge- 
gen die Auswahl an noch nicht unter- 
suchten potentiellen Wirkstoffen stetig 
schrumpft. Dabei sind modeme kaiori- 
metrische Screeningverfahren, welche 
die Affinitat eines potentiellen Wirkstoffs 
zu seiner Zielstruktur uber die bei der 
Anlagerung freigesetzte Bindungsener- 
gie messen. so leistungsfahig. dafi man 
damit einige zehntausend Molekiile pro 
Monat durchtesten kann. Deshalb braucht 
die Forschung einerseits vie! mehr Ver- 
bindungen fiir das Screening und anderer- 
seits ein Verfahren. das Lettverbindungen 
liefen, deren Optimierung nur noch weni- 
ge Feinabstimmungen etfordert. 

Die kombinatorische Chemie kommt 
diesem Bedarf entgegen. Mit ihr lassen 
sich in kiirzester Zeit mehrere Millionen 
strukturell verwandter Substanzen erzeu- 
gen. Und dies sind nicht etwa beliebige 
Molekiile, sondem ausgewahlte Verbin- 
dungen. bei denen aufgrund der Eigen- 
schaften der Ausgangsmaterialien zu er- 
wanen ist, daB zumindest einige in mehr 
oder weniger ausgepragter Form die ge- 
wunschle Aktivitat zeigen. Durch Scree- 
ning des resultierenden Verbindungs- 
pools kann man die wirksamsten Varian- 
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ten auslesen. Damit liefert die kombtna- 
torischc Chemie schneiler unci zu niedri- 
ocren Kosten als je zuvor aussichtsreiche 
kandidaten fiir die klinische Priifung. 



Die Suche 
nach der richtigen Kombination 

Die Herstellung der Sammlungen 
< ..Bibliotheken'*) von Substanzen fiir das 
Screening ist denkbar einfach: Mittels 
chemischer Standard re aktionen fiigt man 
nusgewahlte Bausteine zu vielen ver- 
schiedenen grbBeren Strukturen zusam- 
men. indem man sie in unterschiedlicher 
Kombination der Reihe nach aneinander- 
hiingt. Als abstraktes Beispiel betrachten 
wir vier Molekiile, die schematisch mil 
A I, A2, Bl und B2 benannt seien. Die 
Bezcichnungswei.se driickt aus, dafl die 
Molekiile des ersten und zweiten Paars 
jeweils struktureil miteinander verwandt 
si nd und zur selben Verbindungsklasse 
gehorcn. Die beiden Klassen seien dabei 
so gewahlt. daB ihre Mitglieder mitein- 
ander zu neuen Molekuten reagieren 
konnen. unter denen sich vielleicht auch 
cin wirksames Arzneimittel befindet. 
Das Prinzip der kombinatorischen Che- 
tnie besteht nun darin. einfach alle mog- 
lichen Kombinationen herzustellen - Al- 
Bl. AI-B2, A2-B1 und A2-B2 - und auf 
Wirksamkeit zu uberpriifen. 

Natiirlich wird im Ernstfall mit we- 
sentlich mehr Bausteinen gearbeitet. So 
kiinnte man eiwa 30 struktureil verwand- 
le Verbindungen auswahlen, die alle eine 
Aminogruppe (-NH.) tragen. und dazu 
cinen zweiten Satz von 30 Substanzen 
aussuchen, die samtlich eine Carboxyl- 
gruppe (-COOH) enthalten. Unter ge- 
cigneten Bedingungen lieBe sich jedes 
Amin mit jeder Carbonsaure unter Ab- 
^pailung von Wasser ( H : 0 ) zu einem 
Amid (-CONH-) verkniipfen, was ins- 
gesamt 30x30. also 900. verschiedene 
Kombinationen ergabe. Nahme man ein 
driites Sortiment von 30 Bausteinen htn- 
/u. so betriige die Gesamtzahl der Struk- 
lurcn am Ende sogar 27 000 (30x30 
x 30 >. Je mehr Satze und Substanzen pro 
Satz, desto groBer die Zahl der mogli- 
chen Kombinationen. 

In der Praxis kann man zwischen zwei 
timndlegcnden kombinatorischen Ver- 
tahren wahlen. Das erste - die sogenann- 
te Purallelsynthese ~ hat Mine der acht- 
/iger Jahre H. Mario Geysen (jetzt bei 
der Firma Glaxo Wellcome) erfunden. 
Urspriinglich wollte er damit in kiirzester 
Zeit herausbekpmmen. welcher kleine 
Abschnitt cines gewissen groBen Prote- 
ins sich an einen Antikorper gebunden 
bane. Dazu erzeugte er viele kurze Pro- 
tetnstiicke (Peptide), indem er mehrere 



Aminosauren (die Bausteine von Pep- 
tiden und Proteinen) in verschiedenen 
Permutationen zusammenfugte, wobei er 
Dutzende bis Hundertc von Reaktionen 
gleichzeitig durchfuhrte. Dann priifte er, 
welches der entstandenen Peptide sich an 
den Antikorper heftete; es muBte aus der- 
selben Abfolge von Aminosauren beste- 
hen wie der gesuchte Proteinabschnitt. 

Bei einer Parallelsynthese werden alle 
Produkte getrennt in ihrem eigenen Re- 
aktionsgefaB zusammcngefugt. Das ge- 
schieht oft auf einer Mikrotitrationsplat- 
te: einer flachen Plastikscheibe mit typi- 



er^^ 



scher^^pF 8x12 kleinen Vertiefungen, 
In jeder Mulde befmden sich jeweils ei- 
nige Milliliter der Russigkeit, in der die 
Reaktion stattftnden soli. Die Anordnung 
in Reihen und Spalten erleichtert das sy- 
stematische Kombinieren der Bausteine 
und die Identifikation der Produkte. 

Will man zum Beispiel mit der be- 
schriebenen Reaktion eine Serie von 
Amiden herstellen, indem man acht 
Amine und zwolf Carbonsauren kombi- 
niert, so tropft man zweckmaBigerweise 
in die Vertiefungen der ersten Reihe eine 
Losung mit dem ersten Amin, in die der 



i i i i i I ii 



Bild 1: Ein Robotcr tropft Chemikalien, die 
als Bausteine fiir die rribenweise Synthese 
von groften Mengen systematisch variierter 
Verbindungen dienen, la die entsprechen- 



den Reagenzglaser. Die Automatisierong 
bewirkt* daft die kombinatorische Chemie 
noch schneiler und praziser potentielle 
neue pharmakologisch VVirkstofTe liefert. 
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zweiten Reihe eine mit dem zweiten 
Arnin. und so weiter. Danach gib^fetin 
jede Spalte je eine Carbonsaure. ^^Ber 
96 entstehenden Verbindungen iaT^^ich 
dann leicht anhand ihres Reihen- und 
Spaltenindex idemifizieren. 

Haufig wird bei einer kombmatori- 
schen Synihese der erste Bausceinsatz an 
inerte mikroskopische Polystyrolkugel- 
chen (oft als fester Trager bezeichnet) 



gebunden. Nach jeder Urnsetzung kann^^ i 
man dann alles Material, das nicht rea^^k 



giert hat, einfach abspiilen, wobei alleiii 
die an den Kugeln haftenden erwiinsch- 
ten Produkie zuriickbleiben. Der zusatz- 
liche Aufwand, den das Anheften des er- 
sten Bau steins und das spatere Ablosen 
des fertigen Molekiils bedeuten, wird 
durch die leichtere Reinigung der Zwi- 
schenprodukte mehr aJs aufgewogen. 



Heutzutage ubernehmen Automaten 
Routinearbeiten der Parallelsynthese 
F ie das Einbringen kleiner Mengen re- 



Parallelsynthese 



1. Schritt 

In die - ublrcherweise 8 + 12 = 96 - Vertie- 
fungen einer Mikrotitrationsplatte, von der 
hier nur die linke obere Ecke dargesteltt ist, 
gibt man in einer Ftussigkeit dispergierte 
Polystyrolkugeln (farbige Kreise). 



2. Schritt 

Man fugt den ersten Satz an Molekulen - 
die A-Gruppe (Quadrate) - hinzu, indem 
man eine L&sung mit den A 1 -Molekulen in 
die Vertiefungen in der ersten Reihe, eine 
mit den A2-Mo(ekuIen in die Mulden der 
zweiten Reihe und so wetter tropft. Oiese 
Molekule enthalten eine Gruppierung, uber 
die sie sich an die Oberftache der Polysty- 
rolkugeln heften. AnschlieGend wascht man 
in jeder Vertiefung durch Zugabe von L6- 
sungsmittel und Abfiltrieren nicht an die Ku- 
geln gebundene uberschussige Reagentien 
aus. 

3. Schritt 

Man fugt den zweiten Satz an Molekulen - 
die B-Gruppe (Dreiecke) - hinzu, indem 
man B1 in die Vertiefungen in der erste 
Spaite. B2 in die der zweiten Spalte und so 
wetter tropft. Die B-Molekule verbinden sich 
so in jeder moglichen Kombination mit den 
A-Molekulen, und jede Mulde enthalt genau 
eine Kombination, die durch ihren Reihen- 
Spatten-lndex lestgelegt ist. Wieder werden 
am Ende uberschussige Reagentien ausge- 
waschen. 



4. Schritt 

Nach Hersteilung der Bibliothek aus 96 ver- 
schiedenen AB-Kombinationen spaltet man 
die Molekule von den Polystyrolkugeln ab. 
Sie konnen nun auf btologische Aktivitat 
durchmustert werden. 




aktiver Substanzen in die Vertiefungen 
(Bild 1 ). Dies macht das Verfahren pra- 
ziser und weniger muhselig. Bei dem 
Pharmaunternehmen Parke-Davis mit 
Haupisitz in Morris Plaines (New Jer- 
sey ) wurde ein Roboter ftir die automa- 
tisierte Parallelsynthese konstruien. der 
40 Verbindungen auf einmaJ herstellen 
kann. und bei der Arzneimiuelfirma On- 
togen in Carlsbad (Kalifomien) ist nun 
ein Automat in Betrieb. der bis zu 1000 
Verbindungen am Tag zu synthetisieren 
vermag. Der Zeitbedarf fur eine Parallel- 
synthese ist grob proportional zur Zahl 
der herzustellenden Verbindungen: Fur 
doppelt so viele Substanzen braucht man 
fast doppelt so lange. Aus solch prakti- 
schen Griinden lassen sich auf diesem 
Wege nur Bibliotheken mit einigen 
10000 Verbindungen herstellen. 

Eine elegante moderne Variante der 
Parallelsynthese arbeitet nach dem Vor- 
bild der lithograph isc hen Verfahren zur 
Hersteilung von Computerchips mit einer 
gezielten Aktivierung durch selektives 
Belichten (Bild 4). Dabei werden die 
Molekule des ersten Bausteinsatzes an 
bestimmte Stellen eines plattenformigen 
Tragers fixiert. Sie tragen am freien Ende 
eine lichtempfindliche Schutzgruppe. die 
sie am Reagieren hindert. Durch gezieltes 
Belichten kann man diese Gruppen selek- 
tiv entfemen; an den exponienen Stellen 
verbindet sich. wenn man die Platte in 
eine Losung mit einem zweiten Baustein 
taucht (der ebenfalls am einen Ende eine 
Schutzgruppe tragt), dieser (mit seinem 
freien Ende) mit den Molekulen des er- 
sten Satzes. Auf diese Weise kann man an 
verschiedenen Stellen der Platte in belie- 
biger Reihenfoige weitere Bausteine an- 
fiigen. Die als lichtgesteuerte Synthese 
bezeichnete Methode wurde 1990 bei der 
Firma Affymax in Palo Alto ( Kalifomi- 
en) entwickelt, deren Mitarbeiter damit 
auf einer Flache von weniger als zwei 
Quadratzentimetern 65 536 verschiedene 
Peptide erzeugten. 



Telle und mische! 

Das zweite Verfahren zum Erstellen 
einer kombinatorischen Substanzbiblio- 
thek arbeitet nach dem Prinzip „Teile 
und mische!". Arpad Furka - inzwischen 
bei der Firma Advanced Chemtech in 
Louisville (Kentucky) - hat es in den 
spaten achtziger Jahren entwickelt. An- 
ders als bei der Parallelsynthese. wo jede 
Substanz fur sich bleibt, wird dabei eine 
Mischung verwandter Verbindungen in 
ein und demselben Reaktionsgetali er- 
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zeugt. Das verringert den apparative 
Aufwand betrachtlich, und die Anzahl 
der Syntheseprodukte kann in die Millio- 
nen gehen. Dafiir wird es jedoch sehr 
kompliziert, die Ubersicht liber die riesi- 
een Mengen an Verbindungen zu behal- 
Ten und die anschlieBenden Tests auf bio- 
logische Aktivitat auszuwerten. 

Betrachten wir als Beispiel eine Syn- 
these mit drei Substanzklassen A, B und 
C und drei Stoffen pro Klasse. In diesem 
Falle fangt man mit drei GefaBen an. Im 
ersten bindet man A 1 -Molekule an Poly- 
styrolkugeln. im zweiten A2- und im 
dritten A3-Molekule: dabei wird jede 
Kugel jeweils mit bis zu 10 Billionen 
Vlolekiilen derselben Sorte bestiickt, so 
daB sie am Ende wie ein mit Stacheln 
gespickter Kaktus aussieht. Dann schiit- 
Tet man alles in einen Topf, riihrt kraftig 
und verteilt das Substanzgemisch wie- 
derum auf drei Gefa&e, so daB jedes alle 
drei Verbindungen enthalt. Nun werden 
in den ersteri Behalter B1-. in den zwei- 
ten B2- und in den dritten B3-Molekule 
gegeben. Nach Vereinigen, Mischen und 
erneutem Aufteilen fiigt man in der nach- 
sten Runde die C-Molekule hinzu, was 
27 verse hiedene Verbindungen ergibt. 

Diverse Pharmaunternehmen haben 
auch dieses Verfahren mittlerweile auto- 
maiisiert. Die Firma Chiron Therapeutics 
in Emeryville ( Kalifornien) war unter 
den ersten: Dort wurde ein Robotersy- 
stem entwickelt, mit dem sich Millionen 
von Verbindungen in einigen Wochen 
herstellen lassen. Der Automat setzt je- 
weils die benotigten Chemikalien zu und 
mischt und teilt die Kiigelchen mit den 
Syntheseprodukten in jedem Schritt auf. 

Um in dem Substanzgemisch am En- 
de die wirksamste Komponente zu iden- 
tifizieren. testet man zuerst den Inhalt 
der GefaBe nach der letzten Umsetzung 
und errnittelt jeweils die mittlere Aktivi- 
tat. Der nachste Schritt ist schwieriger: 
In dem Behalter mit dem wirksamsten 
Gemisch jene Bausteinkombination zu 
identifizieren. welche die gewiinschte 
biologische Aktivitat hat. Doch auch 
dazu gibt es inzwischen eine Reihe von 
Verfahren. 

Die meisten rnachen sich zunutze, daB 
alle Molekule. die an einer einzelnen Ku- 
gel hangen. identisch sind. So fiigt man 
bei einer Methode, die Kit S. Lam von 
der Universitat von Arizona in Tempe 
entwickelt hat. zu dem Gemisch das mit 
einem Farbstoff markierte ZielmolekUI. 
und kann dann leicht optisch erkennen, 
mit welchen Kugein es sich verbindet 
(Bild 3). Diese sortiert man mit Mikro- 
pinzetten aus, lost die daran gebundenen 
Substanzen ab und bestirnmt mit chemi- 
schen Analyseverfahren ihre Zusammen- 
seizunc. Leider funktioniert das Verfah- 



n nur fur gewisse Verbindungen wie 
Peptide und kurze DNA-Molekiile 
(DNA ist die internationale Kurzbe- 
zeichnung fur die Erbsubstanz Desoxyri- 
bonucleinsaure). 

Andere Forschungsgruppen haben 
Methoden entwickelt, jeder Kugel ein 
leicht lesbares Etikett zu verpassen. das 
die Reihenfolge der Untereinheiten fest- 
halt. aus denen die anhangenden Mole- 



kiil^^Kebaut wurden - sozusagen ein 
che^Rner Strichcode. der sich mit 
jedem neu angefugten Baustein um eine 
Markierung verlangert. Am Ende braucht 
man nur die Striche der Reihe nach abzu- 
lesen ( um den Aufbau der Verbindungen 
auf der jeweiligen Kugel zu ermitteln. 
Wissenschaftler bei der Biotechnologie- 
firma Pharmacopeia in Princeton (New 
Jersey) konnten mit effizienten Etikettie- 



Synthese nach dem Prinzip „Teile und Mische" 



1. Schritt 

Man verteilt den ersten Satz an Baustemen 
- die A-Gruppe (Quadrate) - auf verschie- 
dene Reagenzglaser, die jeweils Disper- 
sionen von Polystyrolkugeln (farbige Kreise) 
in einer Russigkeit enthalten. Normalerwei- 
se umfafit ein solcher Satz Dutzende von 
Verbindungen; der Einfachheit halber sind 
es hier jedoch nur drei. Die A-Molekule hef- 
ten sich - und zwar mehrere auf einmal (an- 
ders als hier gezeigt) - an die Oberflache 
der Polystyrolkugeln. In Losung gebliebene 
Gberschussige Reagentien werden ausge- 
waschen. 



2. Schritt 

Der Inhalt aller Reagenzglaser wird zusam- 
mengeschuttet. 



3. Schritt 

Das Gemisch wild wiederum auf mehrere 
Reagenzglaser aufgeteift. Nun fugt man den 
zweiten Satz an Molekulen - die B-Gruppe 
(Dreiecke) - hlnzu, indem man B1 in das 
erste Reagenzglas tropft, B2 in das zweite 
und so weiter Es to»gt das ubliche Auswa- 
schen. Schritte 2 und 3 konnen je nach An- 
zahl der anzuhlngenden Moiekulsatze 
mehrfach wiedemort werden. 



4. Schritt 

Die ProduktmolekOle werden von den 
Polystyrolkugel abgespalten. Jedes Rea- 
genzglas enhalt nun eine Mischung aus 
verschiedenen Bausteinkombinationen. 
die sich nicht ohne werteres identifizieren 
lassen. Oft pruft man zunachst den ge- 
samten Inhalt jede* Roagenzglases auf 
seine mittlere btotoQtoche Aktivitat. Da 
alle Molekule in einem GefaB die zuletzt 
hinzugefiigte Komponente gemeinsam 
haben (entweder B1, B2 Oder B3 in un- 
serem Beispiel), effflhrt man so. welche 
davon die wirksamste Verbindung ergibt. 
Angenommen. es sei B2, kann man 
dann die Synthase wiederholen, indem 
man die A-MolekOte nun in getrennten 
Behaltern nur mit B2 reagieren laf3t und 
die Produkt einer weiteren Prtifung 




A1-Molekul 



U A2 



A3 



I Potystyrol- I 
V kugelchen j J 




B1-Molekul 



unterzieht. Eine Alternative ist, die Poly- 
styrolkugeln mitsamt den angeknupften 
Produkten zu testen und diejenigen aus- 
lesen, welche die gewunschte Aktivitat 
zeigen. Erst danach spaltet man von 
diesen die (identischen) Molekule ab 
und analysiert sie auf ihre Zusammen- 
setzung. 
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Bild 2: Auch das Durchmustern kom- 
binatorischer Substanzbibliotheken nach 
Sloffen mit erwiinschter biologischer Akti- 



rungstechniken, zu denen W. Clark Still 
von der Columbia-Universitat in New 
York die Grundideen beigesteuert hatte, 
sehr zuverlassig eigene kombinatorische 
Substanzbibliotheken auswerten. Wegen 
der immcr noch bestehenden Schwierig- 
keiten bei der Identifikaiion von Verbin- 
dungen aus einer Teile-und-Mische-Syn- 
these bevorzugen die meisten Pharmaun- 
ternehmen jedoch weiterhin das Parallel- 
verfahren. 



vitat ist automatisicHMir. Hier befbrdert ein 
Screening-Robeter Mikrotitrationsplatten 
mit Reaktionsprodokten zum Prufgerat. 



Das Erstellen 
von Wirkstoflbibliotheken 

Beide Grundmethoden der kombina- 
torischen Chemie dienten urspriinglich 
zur Herstellung von Peptiden. Das hatte 
einen rein praktischen Grund: Das An- 
einanderhangen von Aminosaurebaustei- 
nen an einem fcstcn Trager ist eine bio- 
chemische Elementarreaktion. die schon 
seit den sechziger Jahren perfektioniert 




Bild 3: Die Startmolekiile einer kombinato- 
rischen Synthese heftet man oft an Polysty- 
rolkugeln und fiigt schrittweise die weite- 
ren Bausteine an. Dadurch lassen sich die 
am festen Trager haftenden Produkte leicht 
von den gelosten tiberschussigen Reagenti- 
en trtnnen. Aulterdem kann man auf diese 
Weise unterschiedliche Bausteinkombina- 
tionen im gleichen Reaktionsgefaft synthe- 
tisieren. was das Verfahren veretnfacht. An 
ein und demselben Kiigelchen haften stets 



identische Produkte, die sich bei Durchmu- 
sterungen auf Wlrksamkeit priifen lassen. 
An den rot erscbelnenden Part ike In auf die- 
ser etwa lOOfach vergrdBerten Mikropho- 
tographie hangen zum Beispiet Molekiile, 
an die sich bei dram Reihentest kiinstti- 
che (mit einem raten Farbstoff markierte) 
Steroidrezeptoren angelagert haben. Man 
kann die betreffenden Kiigefchen aussor- 
tieren und die Zasammensetzung der an- 
haftenden MolekOfe analytisch bestimmen. 



war. Mit geeigneten Reagentien 
| ter den richtigen Bedingungen er- 
foSen sie nur einfaches Mischen und 
Ruhren und lauft praktisch mit lOOpro- 
zentiger Ausbeute ab. Dadurch lassen 
sich mehrstufige Synthesen auf festem 
Trager vollig ohne Reinigung der Zwi- 
schenprodukte durchfuhren; oft konnen 
sogar die Endprodukte ungereinigt zum 
Screening gehen. 

GroBe kombinatorische Peptidbiblio- 
theken lassen sich auBerdem auf reJativ 
einfache Weise mit gentechnischen Me- 
thoden gewinnen. Dazu fuhrt man bei- 
spielsweise in das Gen fiir das Oberfla- 
chenprotein eines Phagen - eines Virus, 
das Bakterien befallt - ein kurzes DNA- 
Stiick (Oligonucleotid) ein, das fiir ein 
bestimmtes Peptid codiert. Daraufhin 
produziert dieser Phage und seine ge- 
samte Nachkommenschaft das entspre- 
chende Peptid und prasentiert es an sei- 
ner Oberflache. Durch systematische 
Variation der eingefuhrten DNA-Stiicke 
konnte man so schon 1990 Bibliotheken 
mit 10 bis 100 Miliionen Peptiden erzeu- 
gen, von denen viele eine bemerkens- 
werte Affmitat zu diversen Rezeptoren 
zeigten - also zu Strukturen. an denen 
sich im Organismus Hormone, Neuro- 
transmitter oder andere Botenstoffe anla- 
gern und dadurch ihre jeweilige Wirkung 
ausiiben. 

Allerdings taugen Peptide, obwohl sie 
in biologischen Systemen eine sehr 
wichtige Rolle spielen, kaum als Arznei- 
mittel; denn sie werden nur schlecht 
durch die Magenwand resorbiert. im 
Darm gespalten und selbst beim Injizie- 
ren schnell wieder aus dem Blutstrom 
entfernt. Um ihre Bestandigkeit gegen- 
iiber Spaltenzymen ( Proteasen ) zu erhb- 
hen, ist man deshalb auf kunstliche Ami- 
nosauren als Bausteine ausgewichen. 
Dennoch begann sich die Pharmaindu- 
strie erst verstarkt fiir die kombinatori- 
sche Chemie zu interessieren. als abzu- 
sehen war, daB damit auch nicht-peptidi- 
sche Wirkstoffe - etwa aus der Klasse 
der Benzodiazepine - zuganglich sind. 

Benzodiazepine gehdren zu den 
me ist verse hriebenen Arzneimitteln und 
dienen - wie der bekannteste Vertreter 
Diazepam ( Valium ) - hauptsachlich als 
Tranquilizer zur Stimmungsaufhellung, 
zum Losen von Angst-. Spannungs- und 
Unruhezustanden sowie als Schlafmittel. 
Das Spektrum umfaBt aber auch eine 
Reihe von Derivaten mit weiteren the- 
rapeutischen Wirkungen. Dazu zahlen 
krampflbsende und schlafverhindernde 
Mittel. Gegenspieler des blutplatichen- 
aktivierenden Faktors (der bei der Blut- 
gerinnung eine bedeutende Rolle spielt). 
Hemmsioffe fur das Enzym Reverse 
Transkriptase des AIDS-Erregers HIV 
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{ Human-Immunschwache-Virus ) und 
Inhibitoren des Enzyms Ras-Farnesyl- 
Transferase. das an der Entstehung be- 
stimmter Krebsarten beteiligt ist. 

Wegen ihrer weitgefacherten biologi- 
schen Aktivitat waren die Benzodiazepi- 
ne auch die erste Verbindungsklasse, bei 
der man miuels kombinatorischer Che- 
mie nach neuen therapeutisch nutzbaren 
Vertretern suchte. Im Jahre 1992 be- 
schrieb einer von uns (Ellman) zusam- 
inen mit Barry Bunin (ebenfalls an der 
Universitat von Kalifornien in Berkeley) 
eine Methode zu ihrer Synthese auf fe- 
sien Tragern; das Verfahren ermoglich- 
te die Erstellung von Bibliotheken mit 
mehreren tausend Derivaten. 

Kiirzlich entwickeiten wir eine ver- 
besserte Synthesemethode, die einen ein- 
iachen Zugang zu einer noch viel groBe- 
ren Zahl von Benzodiazepinen bietet. 
Die anspruchsvollste Aufgabe beim Ent- 
vvurf einer kombinatorischen Synthese- 
methode ist. jene Reaktionsbedingungen 
zu ermilteln. bei denen sich moglichst 
wenig storende Nebenprodukte bilden. 
Diese Feinabstimmung zum Vermeiden 
von Verunreinigungen beschaftigte uns 
uber ein Jahr; als wir schlieBHch das op- 
timale Verfahren gefunden hatten, ver- 
mochten wir in nur zwei Monaten zu- 
sammen mit Bunin in einer Parallelsyn- 
these 1 1 200 Verbindungen herzustellen. 

In den verschiedenen Benzodiazepin- 
Bibliotheken konnten wir mehrere Sub- 
stanzen mit interessanten biologischen 
Wirkungen identifizieren. So fanden wir 
in Zusammenarbeit mit Victor Levine 
und Raymond Budde vom M. -D. -Ander- 
son -Krebszentrum in Houston (Texas) 
einen Hemmstoff fiir ein Enzym, das bei 
Dickdarmkrebs und Osteoporose eine 
Rolle spielt. Ein anderes Benzodiazepine 
das wir gemeinsam mit Gary Click und 
seinen Kollegen an der Universitat von 
Michigan in Ann Arbor entdeckten. blok- 
kiert die Bindung von Antikorpern an 
einzclstrangige DNA, die beim systemi- 
schem Lupus erythematodes auftritt, ei- 
ner tuckischen Autoimmunerkrankung, 
die zur Gefafientzundung fuhrt und viele 
Organe schadigen kann. Beide Substan- 
zen betlnden sich aber noch in der ersten 
Testphase im Labor. 

Nachdem so erwiesen war, daB sich 
miuels kombinatorischer Chemie auch 
nicht-peptidische Wirkstoffe herstellen 
lassen. begann sich die Pharmaindustrie 
auf diesem Gebiet zu engagieren. In den 
letzten fiinf Jahren entstanden Dutzende 
kleiner Firmen, die sich ausschlieBHch 
mit dieser Art der WirkstoiTsuche be- 
schaftigen. und fast alle grotkren Phar- 
maunternehmen haben inzwischen ei- 
gene Abteilungen fiir kombinatorische 
Chemie oder arbeiten mit einem klei- 
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Bild 4: Die lichtgesteuerte Synthese ist ein 
elegantes neueres Verfahren zur Herstel- 
lung kombinatorischer Peptidbibliotheken, 
das sich an die in der rlalbleiterindustrie 
gebrauchlichen Uthographischen Metho- 
den anlehnt. Da bei verwendet man Amino- 
saurebausteine, die an ihrem Amino-Ende 
mit einer lichtempflndlichen Schutzgruppe 
(X) versehen sind, und bindet die Molekule 
des ersten Satzes uber das Carboxyl-Ende 
an einen flachen FeststofTtrager (a). Diesen 
deckt man mit einer Maske ab, die nur ein 
kleines Areal freilaBt, und entfernt dort 



neren, darauf speziaiisierten Partner zu- 
sammen. 

Die Benzodiazepine waren nur der 
Anfang. Mittlerweilc wird kombinato- 
rische Chemie mit einer breiten Palet- 
te von Ausgangsmaterialien betrieben. 
Me ist verwendet man dabei kombinato- 
rische Bibliotheken aus kleinen organi- 
schen Molekulen als Fundgruben aus- 
sichtsreicher Leitverbindungen oder zur 
Optimierung eines schon bekannten 
Wirkstoffs. Im ersten Falie werden oft 
groBe Sammlungen mit Zehntausenden 
oder gar Millionen von Substanzen er- 
zeugt. Dagegen enth&lt eine Bibliothek, 
mit der die Wirksamkeit und Vertraglich- 
keit einer existierenden Leitverbindung 
gesieigert werden soli, ttblicherweise nur 
einige hundert Verbindungen. 

Inzwischen haben es Wirkstoffe, die 
der kombinatorischen Chemie entstam- 
men, auch schon bis zu klinischen Tests 
am Menschen gebracht. Wegen der Neu- 
heit des Verfahrens konnte zwar noch 
keiner lange genug untersucht werden. 
um von der amerikanischen Gesund- 
heitsbehorde (U.S. Food and Drug Ad- 



durch Belichten die Schutzgruppe (b). Beim 
Eintauchen des Iragers in eine Losung mit 
einem weiteren geschiitzten Aminosaure- 
baustein (A-X). vermag dieser ausschliefi- 
lich mit den freten Amino-Enden zu reagie- 
ren (c). Anschlieftend kann man die Mas- 
ke verschieben, eine neue Stelle belichten 
(d) und dort eine andere Aminosaure (B> 
ankoppeln (e). Nach diesem Prinzip lassen 
sich dicht nebeneinander auf der Trager- 
platte verschiedene Peptide aufbauen, 
deren Zusammensetzung und Position von 
einem Computer gespeichert werden (/). 



ministration) die Zulassung zu erhalten; 
doch ist es nur noch eine Frage der Zeit, 
bis das erste solche Medikament auf den 
Markt kommt. 

In einem weit fortgeschrittenen Ent- 
wicklungsstadium befindet sich zum 
Beispiel ein potentielles Arzneimittei bei 
dem internationalen Pharmakonzern Pfi- 
zer mit Hauptsitz in New York. Dort war 
1993 mit Standardmethoden eine Leit- 
verbindung mit einer gewissen vorbeu- 
genden Wirkung gegen Atherosklerose 
(„Arterienverkalkung") entdeckt wor- 
den. Mittels Parallelsynthese konnten 
in einem firmeneigenen Laboratorium 
mehr als 1000 Derivate hergestellt wer- 
den, von denen einige lOOmal wirksamer 
als die Leitverbindung waren. Ein daraus 
abgeleiteter Wirkstoff wird nun klinisch 
getestet. Hier zeigt sich der immense 
Vorteil des kombinatorischen Ansatzes: 
Uber 1000 Substanzen auf konventionel- 
le Art der Reihe nach herzustellen, um 
einige wenige mit erhohter biologischer 
Aktivitat zu finden, hatte einen Aufwand 
an Zeit und Geld bedeutet, den sich nur 
wenige Laboratorien leisten konnten. 
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Bild 5: Die kombinatorische Synthese von 
MoJekulen, deren Bausteine uber schwer 
zu kniipfende KohlenstofT-KohlenstofTbin- 
dungen miteinander verbunden sind, ist 
eine Herausforderung an die Chemiker. 
Bislang gibt es erst uenige Reaktionen, die 



Bei Eli Lilly, einem muitinationaJen 
Pharmakonzem mit Sitz in Indianapolis 
(Indiana), wurde ebenfalls mit einer Par- 
allelsynthese ein Mittel gegen Migrane 
entwickelt. das jetzt in der klinischen Pru- 
fung ist. Die zunachst aufgefundene Leit- 
verbindung heftet sich zwar sehr stark an 
die gewunschte Zielstruktur, hat aber zu- 
gleich eine hone Affinitat gegenuber an- 
deren Rezeptoren. was unerwunschte Ne- 
benwirkungen verursacht. In einer Paral- 
leisynthese wurden etwa 500 Derivate er- 
zeugt: darunter war jene wahlerischere 
Substanz. die jetzt getestet wird. 



Perspektiven 

Sicherlich werden sich Wege finden, 
kombinatorische Bibliotheken noch 
schneller und billiger zu erzeugen. Ein 
schon jetzt intensiv verfolgter Ansatz ist, 
mit ausgeklugelten Reactions verfahren 
die Ausbeute am jeweils erwiinschten 
Endprodukt zu erhohen. Andere Bestre- 
bungen gehen dahin, die Polystyrolku- 
geln entbehrlich zu machen. Zum einen 
bedeuiet das Anheften des ersten Bau- 
steins und das Ablosen des Endprodukts 
einen zusatzlichen Arbeitsaufwand. Vor 
allem aber haben feste Trager den Nach- 
teil. daB der Zugang der Reagentien aus 
dcr Losung zu den angebundenen Mole- 
kiilen erschwert ist, was die Ausbeuten 
verringem kann. Dies lafit sich vermei- 
den. indem man statt Polystyrolkiigel- 
chen beispielsweise Polyethylenglykol 



sich dafiir dgnen. Dazu gehdren die drei 
hier aufgeflUtrten. Durch systematische 
Variation der Snbftltaenten R, kann man 
damit aus Carbonsftoren, Aminen, Isonitri- 
len und Ketoaen eine umfangreiche kom- 
binatorische Subetanzbibliothek aufbauen. 



zum Anheften der zu synthetisierenden 
Molekule verwendet. Es ist in Wasser und 
den meisten anderen gebrauchlichen Lo- 
sungsmittein gut, in Ether dagegen kaum 
losiich. Man kann somit das Anhangen 
eines neuen Bausteins in Losung durch- 
fiihren und danach durch Zugabe von 
Ether das Polyethylenglykol mit dem dar- 
an befestigten Zwischenprodukt ausfal- 
len. abfiltrieren und waschen. Dieser Zy- 
klus laBt sich beliebig wiederholen. 

Auf einen Trager kann ganz verzichtet 
werden, wenn man mehrere Bausteine 
gleichzeitig zum Endprodukt verkniipft 
(Bild 5). Die Zabl geeigneter Multikom- 
ponentenreaktkmen ist jedoch be- 
schrankt, und btsher sind nur wenige 
Strukturen damit zuganglich. Eine weite- 
re Moglichkeit besteht darin. als Start- 
komponente ein Molekul - zum Beispiel 
in Form eines Rings - mit mehreren An- 
bindungsstellenzu verwenden. Diese tra- 
gen Schutzgruppen, die einzeln entfernt 
werden, wobei man jeweils gezielt einen 
bestimmten Baustctn anfugen kann. 

Trager entfallen nattirlich auch bei der 
erwahnten biotechnologischen Produkti- 
on von Phagenbibliotheken. Dasselbe 
gilt fur ein ahnliches Verfahren, mit dem 
sich kombinatorische Varianten einer be- 
stimmten Klasse von Antibiotika erzeu- 
gen lassen. Diese sogenannten Makroli- 
de. zu denen etwa das Erythromycin ge- 
hdrt, sind Ringe (genauer: Makrolacto- 
ne, also innere Ester) aus zykJisch anei- 
andergereihten langkettigen Hydroxycar- 
bonsauren mit angehangten Zuckerre- 



n. Durch Variation von Art und Rei- 
enfolge der eingebauten Sauren erhalt 
man unterschiedliche Vertreter. In der 
Natur sind fur den Zusammenbau bakte- 
rielle Enzyme zustandig. Verschiedene 
Gene, die in Gruppen i Modulen) zusam- 
mengefaCt werden kbnnen, codieren die 
zum Aufbau der Makrolide notigen En- 
zyme. Bei n Modulen fur die Biosynthe- 
se von Makroliden mit p Sauren fuhn die 
Klonierung aller moglichen Modulkom- 
binationen zu p" verschiedenen Produk- 
ten. Es handelt sich dabei um eine An 
kiinstliche Evolution im Zeitraffer. 

Andern diirfte sich auch die Art, in der 
Daten tiber die Aktivitat von getesteten 
Verbindungen in Pharmafirmen gesam- 
melt und ausgewertet werden. Aus Infor- 
mationen dariiber. wie stark sich die Mit- 
glieder einer kombinatorischen Biblio- 
thek aus Tausenden von Verbindungen 
jeweils an einen bestimmten Rezeptor 
binden, lassen sich Ruckschlusse auf 
Form und GrbBe dieses Zielmolekuls 
einschiieBlich seiner Ladungsverteilung 
Ziehen, ohne daB seine genaue Struktur 
bekannt ist. Dies vviederum gibt geziel- 
te Hinweise darauf. in welche Richtung 
die existierende Leitverbindung am ge- 
schicktesten zu verandern ware oder mit 
welchem Ausgangsmateriai man eine 
neue kombinatorische Bibliothek auf- 
bauen konnte. 

Obwohl wir gemaB dem Generalthe- 
ma dieses Heftes die Entdeckung neuer 
Arzneimittel in den Vordergrund geriickt 
haben, sei nicht verschwiegen. daB die 
kombinatorische Chemie mittlerweile 
auch auf anderen Gebieten erprobt wird. 
In der Materialforschung etwa erhofft 
man sich von ihr einen schnellen und ko- 
stengiinstigen Zugang zu neuen Werk- 
stoffen. So haben Peter W. Schultz und 
seine Kollegen an der Universitat von 
Kalifornien in Berkeley eine kombinato- 
rische Bibliothek von Metalloxidfiimen 
erzeugt und sie nach Supraleitern, Kata- 
lysatoren und magnetoresistiven Sub- 
stanzen durchforstet. Dabei stieBen sie 
auf eine neue Substanzfamilie der allge- 
meinen Formel La v ( Ba.Sr.Ca),CoO, mil 
hohem Magnetwiderstand. Andere For- 
schungsgruppen erzeugten durch kombi- 
natorische Methoden Fliissigkristalle 
(fiir Flachbildschirme) und Ausgangs- 
materialien fiir Diinnschichtbatterien. 

Mancher mag bemangeln. diese Art 
Chemie setze zu sehr auf den blinden 
Zufall: Man vereinigt eine Serie von 
Bausteinen und hofft auf ein verwenba- 
res Ergebnis. DaJ3 der Zufall dabei uber 
Wissen und wohldurchdachte Planung 
triumphiere, ist jedoch eine Fehlein- 
schatzung. Eine gute Bibliothek entsteht 
nur bei griindlicher Vorbereitung und 
Planung. Welche Bausteine kombiniert 
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und wie die entstandenen Strukturen auf 
biologische Aktivitat gepriift werden sol- 
len, muB man sich vorher genauestens 
iiberlegen. 

Die kombinatorische Chemie bietet 
die Moglichkeit, auf neue und interes- 
sante Art groBe Datenmengen zu sam- 
meln. zu organisieren und zu analysie- 
ren. Mil dem Prinzip, aus einer Menge 
verwandter Verbindungen die wirksam- 
sten Komponenten auszuwahlen. hat sie 
der Wirkstoffsuche neue Impulse gege- 
ben. Und was vom Immunsystem abge- 
schaut ist, kann vielleicht sogar einmal 
Substanzen liefern, die korrigierend ein- 
grei fen. wenn die Korperabwehr ihrer- 
seits versagt. 



Matthew J. Plunkett und Jonathan 
A. Ellman haben bis vor kurzem ge- 
meinsam an der Universitat von Kalifor- 
nien in Berkeley iiber Verfahren zur 
kombinatorischen Synthese von poten- 
tiellen Wirkstoffmolekiilen gearbeitet. 



Plunkett ging nach seiner Promotion vor 
einem Jahr zu der Firma Arris Pharma- 
ceutical in San Francisco ( Kalifornien), 
wo er sich auf das Erstellen kombinatori- 
scher, Bibliotheken flir Zufallsscreening 
und Proteasehemmung spezialisiene. 
Ellman ist seit 1992 Professor in Berke- 
ley. Er und seine Mitarbeiter beschafti- 
gen sich mit der EntwickJung chemi- 
scher Verfahren, die sich speziell ftir die 
Synthese von Bibliotheken organise her 
Verbindungen eignen, sowie mit der An- 
wendung solcher Bibliotheken auf Fra- 
gestellungen in Chemie und Biologic 
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Virtuelle 
kombinatorische Chemie 



Heute kann man kombinatorische Substanzbibliotheken 
auf dem Computer modellieren und die mutmafilichen Eigenschaften ihrer Mitglieder rein 
rechnerisch grob abschatzen. Nur die Molekule, die voraussichtlich die gewunschte 
pharmakologische Wirkung zeigen, brauchen dann 
tatsachlich synthetisiert zu werden. 



Von Roger Lahana 



Hochstes Ziel jedes Pharmalabors 
ist es, neuartige Wirkstoffe mit 
genau umschriebenen Eigen- 
schaften zu kreieren. Die noch junge 
kombinatorische Chemie bietet dazu ei- 
nen leistungsfahigen Ansatz ( siehe den 
Beitrag auf Seite 28). Ihr Nutzen lafit 
sich aber noch steigern. wenn man sie 
mit der Analyse virtueller Molekuldaten- 
banken auf dem Computer verbindet: 



Bevor man eine kombinatorische Sub- 
stanzbibliothek im Labor synthetisiert. 
kann man flir deren Mitglieder mil spezi- 
eller Software auf dem Rechner be re its 
die mutmaBliche Wiiksamkeit ermitteln 
und braucht dann nur die viel vers pre - 
chendsten MolekUle tatsachlich herzu- 
stellen; das span viel Zeit und Aufwand. 

Die Model lierung von Molekiilen am 
Computer ist heute ein fest etabliertes 



Verfahren in der Pharmaforschung. Im 
aJlgemeinen geht man dabei von der bi- 
naren Representation einer biologischen 
Zielstruktur (etwa einem Rezeptor) aus 
und konstruiert am Rechner einen opti- 
mal dazu passenden Liganden. indem 
man ein schon bekanntes Molekul ab- 
wandelt, das eine gewisse Affinitat zur 
Zielstruktur zeigl, oder aus einem vorge- 
gebenen Satz von Bestandteilen ein ganz 
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I^ue Wif ks'toffe 
durch kombinatorische Chemie 



Verfahren, mit denen sich aus mehreren Satzen 
von chemischen Bausteinen in kurzer Zeit samtliche moglichen Kombinationen erzeugen 
lassen, liefern bei geschickter Wahl der Bausatze Myriaden potentieller Wirkstoffe, 
aus denen man mit Screening- Verfahren die aussichtsreichsten auslesen kann. 



Von Matthew J. Plunkett und Jonathan A. Ellman 




Das Immunsystem bekiimpft In- 
fektionen unter anderem mit so- 
genannten Antikbrpern, die sich 
an die eingedningenen Krankhcitserre- 
ger heften. Eiwa eine BiJIion verschie- 
dener solcher Proteine kann der Korper 
herstelJen. indem er einfach aus mehre- 
ren Sortimenten mdglicher Bestandtcile 
betiebige Kombinationen bildet. Statt fur 
jeden neuen Krankheitserreger eigens ei- 
nen speziellen Antikbrper maBzuschnei- 
dem - was viel zu aufwendig ware 
konfrontien das Immunsystem den Ein- 
dringling mit der Armada der vorhan- 
denen Versionen. wobei sich von alleine 
herausstellu welche damnter die beste 
PaUform haben und sich somit am stiirk- 
sien anheften. 

Letztendlich fuhrt das Immunsystem 
also ein Massenscreening seines Anti- 
kdrpervorrats durch, um die am besten 
geeigneten Exemplare zu fmden und die- 
se dann gezielt in grofien Mengen zu 
produzieren. Seit einigen Jahren eifern 
wir und Chemiker andemons bei der 
Entwicklung neuer Arzneimittel diesem 
naturlichen Vorbild nach. Ahnlich wie 
das Immunsystem erzeugen wir durch 
systemaiisch variienes Aneinanderfiigen 
von Bausteinen eine groSe Anzahl ver- 
wandter Substanzen. die wir dann auf 
ihre therapeutische Wirksamkeit durch- 



Dieser kombinatorische Ansatz unter- 
scheidet sich grundlegend von der tradi- 
tionellen Sucfoe nach neuen WirkstofTen. 
Dabei priifen Mitarbeiter von Pharmafir- 
men wahilos so ziemlich atle Substanzen, 
dcren sie habfaaft werden - synthetische 
Verbindungen ebenso wie Stoffe, die aus 
Baktericn, Pflanzen oder anderen natiirli- 
chen Quellen stammen -, auf Anzeichen 
pharmazeutischer Aktivitat. Sobald sie 
auf eine erfolgversprechende Substanz 
(eine sogenannte Leitverbindung) sto- 
6en, modifizieren sie diese Schritt fiir 
Schritt und testen jeweils, wie sich die 
Anderung auf die chemischen und biolo- 
gischen Eigenschaften ausgewirkt hat. 

Dieses Verfahren liefert in vielen Fal- 
len zwar im Endergebnis einigermaBen 
wirksame Verbindungen mit tolerablen 
Nebenwirkungen. Doch der Aufwand ist 
enorm: Fur jedes so entwickelte neue 
Arzneimittel, das auf den Markt kommt, 
wurden Tausende Shnlicher Verbindun- 
gen synthetisiert, erprobt und schlieBIich 
venvorfen. Das kostet Zeit und Geld: 
Der Weg von einer Leitverbindung zum 
Praparat in der Apotheke zieht sich uber 
Jahre hin und verschlingt Hundene von 
Millionen Mario 

Zwar wurde das kJ assise he Verfahren 
durch schnellere und zuverlassigere 
Screening-Tests verbessert; auBerdern hat 
man zunehmend gelernt, wie sich ein 



Wirkstoff durch welche Modifikationen 
verandern laBt. Aber mit dem Fortschritt 
in der Medizin ist auch der Bedarf an 
Medikamenten gestiegen, die gezieit in 
Krankheitsprozesse eingreifen. wohinge- 
gen die Auswahl an noch nicht unter- 
suchten potentiellen WirkstofTen stetig 
schrumpft, Dabei sind modeme kaJori- 
metrische Screeningverfahren, welche 
die Affiniiat eines potentiellen WirkstofTs 
zu seiner Zielstruktur uber die bei der 
Anlagerung freigesetzte Bindungsener- 
gie messen. so leistungsfahig, dafl man 
damit einige zehntausend Moiekiile pro 
Monat durchtesten kann. Deshaib braucht 
die Forschung einerseits viel mehr Ver- 
bindungen fiir das Screening und anderer- 
seits ein Verfahren. das Leitverbindungen 
liefert, deren Oprimierung nur noch weni- 
ge Feinabstimrnungen erforden. 

Die kombinatorische Chemie kommt 
diesem Bedarf entgegen. Mit ihr lassen 
sich in kurzester Zeit mehrere Millionen 
struktureli verwandter Substanzen erzeu- 
gen. Und dies sind nicht etwa beliebige 
Moiekiile, sondern ausgewahlte Verbin- 
dungen. bei denen aufgrund der Eigen- 
schaflen der Ausgangsmaterialien zu er- 
warten ist. daB zumindest einige in mehr 
oder weniger ausgepriigter Form die ge- 
wiinschte Aktivitat zetgen. Durch Scree- 
ning des resultierenden Verbindungs- 
pools kann man die wirksamsten Varian- 
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ten auslesen. Damit liefen die kom 
lorischc Chemie schneller und zu niedri- 
ncren Kostcn als je zuvor aussichtsreiche 
kundidaien flir die klinischc Prufung. 



Die Suche 
nach der richtigen Kombination 

Die Herstellung der Sammlungen 
< ..Biblioiheken") von Subsianzen ftir das 
.Screening isi denkbar einfach: Mittels 
chemischer Standardreaktionen fiigt man 
ausgewahlte Bausteine zu vielen ver- 
schicdenen groBeren Strukturen zusam- 
men. indem man sie in unterschiediicher 
Kombination der Reihe nach aneinander- 
hangt. Als abstraktes Beispiel betrachten 
wir vicr Molekule, die schematisch mit 
A2, Bl und B2 benannt seien. Die 
Bezcichnungsweisc druckt aus, daB die 
Molekule des ersten und zweiten Paars 
jeweils strukturell miteinander verwandt 
sind und zur selben Verbindungsklas.se 
yehdrcn. Die beiden Klassen seien dabei 
so gewahlt, daB ihre Mitglieder mitein- 
ander zu neuen Molekulen reagieren 
konnen. unter denen sich vielleicht auch 
ein wirksames Arzneimittel betlndet. 
Das Prinzip der kombinatorischen Che- 
mie besteht nun darin. einfach alle mog- 
lichen Kombinationen herzustellen - AI- 
B I. A I -B2. A2-B ! und A2-B2 - und auf 
Wirksamkeit zu uberpriifen. 

Naturlich wird irn Ernstfall mit we- 
senilich mehr Bansteinen gearbeitet. So 
konnte man etwa 30 strukturell verwand- 
le Verbindungen auswahlen, die alle eine 
Aminogruppe (-NHO tragen, und dazu 
einen zweiten Satz von 30 Substanzen 
aussuchen. die samtlich eine Carboxyl- 
gruppe (-COOH) enthalten. Unter ge- 
eigneten Bedingungen lieBe sich jedes 
Amin mit jeder Carbonsaure unter Ab- 
Npaltung von Wasser ( HX> ) zu einem 
Amid (-CONH-) verkniipfen, was ins- 
gesamc 30x30, also 900. verschiedene 
Kombinationen ergabe. Nahme man ein 
driues Sortiment von 30 Bausteinen hin- 
/.u. so betriige die Gesamtzahl der Struk- 
turen am Ende sogar 27 000 (30x30 
x 30 >. Je mehr Siitze und Subsianzen pro 
Satz, desto groBer die Zahl der mogli- 
chen Kombinationen. 

In der Praxis kann man zwischen zwei 
grundlegcnden kombinatorischen Ver- 
lahrcn wahlen. Das erste - die sogenann- 
te Parallelsynthese - hat Mitte der acht- 
/igcr Jahre H. Mario Geysen (jetzt bei 
der Firma Glaxo Wellcome) erfunden. 
L'rsprunglich wollte er damit in ktirzester 
Zeii heruusbekommen. welcher kleine 
Abschnitt cines gewissen groBen Prote- 
ins sich an einen Antikorper gebunden 
haue. Dazu erzeugie er vielc kurze Pro- 
leinsiiickc ( Peptide h indem er mehrere 



Aminosaure^s (die IJausteine von Pep- 
tiden und Proteinen) in verschiedenen 
Perrnutationen zusamrnenfugie, wobei er 
Dutzende bis Hunderte von Reaktioncn 
gieichzeitig durchfuhrte. Dann prufte er, 
welches der entstandenen Peptide sich an 
den Antikorper heftete; es mufltc aus der- 
selben Abfolge von Aminosauren beste- 
hen wie der gesuchte Protcinabschnitt. 

Bei einer Parallelsynthese werden alle 
Produkte getrennt in ihrem eigenen Re- 
aktionsgefaB zusammcngefiigt Das ge- 
schieht oft auf eincr Mikrotitrationsplat- 
te: einer flachen Plastikschcibe mit lypi- 



sch^^^e 8x12 kleincn Vertiefungen. 
In jli^^ulde befinden sich jeweils ei- 
nige Milliliter der Flussigkeit, in der die 
Reaktion stattfinden soil. Die Anordnung 
in Reihen und Spalten erleichtert das sy- 
stematische Kombinieren der Bausteine 
und die Identifikation der Produkte, 

Will man zum Beispiel mit der be- 
schriebenen Reaktion eine Serie von 
Amiden herstellen, indem man acht 
Amine und zwolf Carbonsauren kombi- 
niert, so tropft man zweckmaBigerweise 
in die Vertiefungen der ersten Reihe eine 
Losung mit dem ersten Amin, in die der 



Bild 1 : Ein Robotcr tropft Chesnikaiien, die 
ais Bausteine fiir die reAenweise Syntnese 
von g rotten Mengen sytfematisch variierter 
Verbindungen dlencn, In dk entsprechen- 



den Reagenzglaser. Die Automatisierung 
bewirkL, daft die kombinatorische Chemie 
noch schneller und praziser potentielle 
neue pharmakologisch Wirkstoffe liefert. 
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zwciicn Reihc cine mil dem zweitcn 
Amin. und so wciter. Danach gibt man in 
jede Spalte je eine Carbonsaure. Je 
96 entstehenden Verbindungen la 
dann leicht anhand ihres Reihen- 'und 
Spaltenindex identifizieren. 

Haufig wird bei einer kombinatori- 
schen Synthese der ersce Bausceinsatz an 
inene mikroskopische Polystyrolkugel- 
chen (oft als fester Trager bezeichnet) 



gebunden. Nach jeder Umsetzung kann 
man dann aJles Materia), das nicht rea- 
gien hat, einfach abspiilen. wobei allein 
die an den Kugeln hatftendcn ^rwiinsch- 
ten Produkte zuriickbleiben. Der zusatz- 
liche Aufwand. den das Anheften des er- 
sten Bausteins und das spatere Ablosen 
des fertigen Molekuls bedeuten, wird 
durch die leichtere Reinigung der Zwi- 
schenprodukte mehr als aufgewogen. 



Parallelsynthese 



1. Schritt 

In die - ubiicherweise 8 + 12 = 96 - Vertie- 
tungen einer Mikrotitrationsplatte, von der 
hier nur die linke obere Ecke dargestellt ist, 
gibt man in einer Russigkeit dispergierte 
Polystyrolkugeln (farbige Kreise). 



2. Schritt • 

Man fugt den ersten Satz an Molekulen - 
die A-Gruppe (Quadrate) - hinzu. indem 
man eine L6sung mit den A 1 -Molekulen in 
die Vertiefungen in der ersten Reihe, eine 
mit den A2-Molekuien in die Mulden der 
zweiten Reihe und so weiter troptt. Diese 
Molekule enthalten eine Gruppierung, Ober 
die sie sich an die Oberftache der Polysty- 
rolkugeln heften. AnschlieGend wascht man 
in jeder Vertietung durch Zugabe von L6- 
sungsmittel und Abfiltrieren nicht an die Ku- 
geln gebundene uberschussige Reagentien 



3. Schritt 

Man fugt den zweiten Satz an Molekulen - 
die B-Gruppe (Dreiecke) - hinzu, indem 
man B1 in die Vertiefungen in der erste 
Spaite. B2 in die der zweiten Spalte und so 
weiter troptt. Die B-Molekule verbtnden sich 
so in jeder moglichen Kombination mit den 
A-Molekuten, und jede Mulde enthalt genau 
eine Kombination, die durch ihren Reihen- 
Spalten-index testgelegt ist. Wieder werden 
am Ende uberschussige Reagentien ausge- 
waschen. 



4. Schritt 

Nach Herstellung der Bibliothek aus 96 ver- 
schiedenen AB-Kombinationen spaltet man 
die Molekule von den Polystyrolkugeln ab. 
Sie konnen nun auf bioiogische Aktivitat 
durchmustert werden. 




®3M 



Heutzutage ubemehmen Automaton 
die^outinearbeiien der Parallelsynthese 
v^^Bs Einbringen kieiner Mengen re- 

aS^R Substanzen in die Vertiefungen 
(Bild l ). Dies macht das Verfahren pra- 
ziser und weniger miihselig. Bei dem 
Pharmaunternehmen Parke-Davis mil 
Hauptsitz in Morris Plaines (New Jer- 
sey ) wurde ein Roboter fur die automa- 
tisierte Parallelsynthese konstruien. der 
40 Verbindungen auf einmal herstellen 
kann. und bei der Arzneimittelfirma On- 
togen in Carlsbad (Kalifomien) ist nun 
ein Automat in Betrieb, der bis zu 1000 
Verbindungen am Tag zu synthetisieren 
vermag. Der Zeitbedarf fur eine Parallel- 
synthese ist grob proportional zur Zahl 
der herzustellenden Verbindungen: Fur 
doppelt so viele Substanzen braucht man 
fast doppelt so lange. Aus solch prakti- 
schen Griinden lassen sich auf diesem 
Wege nur Biblioiheken mit einigen 
10000 Verbindungen herstellen. 

Eine elegante mode me Van ante der 
Parallelsynthese arbeitet nach dem Vor- 
bild der lithograph ischen Verfahren zur 
Herstellung von Computerchips mit einer 
gezielten Aktivierung durch selektives 
Belichten (Bild 4). Dabei werden die 
Molekule des ersten Bausteinsatzes an 
bestimmte Stellen eines plattenfbrmigen 
Tragers fix iert. Sie tragen am freien Ende 
eine lichtempfindliehe Schutzgruppe. die 
sie am Reagieren hindert. Durch gezieltes 
Belichten kann man diese Gruppen selek- 
tiv entfernen; an den exponienen Stellen 
verbindet sich. wenn man die Platte in 
eine Losung mit einem zweiten Baustein 
taucht (der ebenfails am einen Ende eine 
Schutzgruppe tragt), dieser (mil seinem 
freien Ende) mil den Molekulen des er- 
sten Satzes. Auf diese Weise kann man an 
verschiedenen Stellen der Platte in belie- 
biger Reihenfolge weitere Bausteine an- 
fugen. Die als lichtgesteuene Synthese 
bezeichnete Methode wurde 1990 bei der 
Firma Affymax in Palo Alto ( Kalifomi- 
en) emwickelu deren Mitarbeiter damit 
auf einer Flache von weniger als zwei 
Quadratzentimetern 65 536 verschiedene 
Peptide erzeugten. 



Teile und mische! 

Das zweite Verfahren zum Erstellen 
einer kombinatorischen Substanzbiblio- 
thek arbeitet nach dem Prinzip .Teile 
und mische!". Arpad Furka - inzw ischen 
bei der Firma Advanced Chemtech in 
Louisville (Kentucky) - hat es in den 
spaten achtziger Jahren entwickelt. An- 
ders als bei der Parallelsynthese. wo jede 
Substanz fur sich bleibt. wird dabei eine 
Mischung verwandter Verbindungen in 
ein und demselben Reaktionsgefali er- 



30 



Spciiruni Jcr Wi«.*ctiMhJJt. Spc/i-il * Pharmalorwhuni: 



*iSDOClD: <XP „2l22104A_l_> 



zeugt. Das verringert den app 
Aulwand betrachtlich, und die 
der Syntheseprodukte kann in die Millio- 
nen gehen. Dafiir wird es jedoch sehr 
kompliziert, die Ubersicht iiber die riesi- 
sen Mengen an Verbindungen zu behal- 
ten und die anschlieBenden Tests auf bio- 
locische Aktivitat auszuwerten. 

Betrachten wir als Beispiel eine Syn- 
these mit drei SubstanzkJassen A, B und 
C und drei Stoffen pro Klasse. In diesem 
Falle fangt man mil drei GefaBen an. Im 
ersten bindet man A 1 -Molekule an Poly- 
styrolkugeln, im zweitcn A2- und im 
dritten A3-Mplekiile; dabei wird jede 
Kugel jeweils mit bis zu 10 Biilionen 
Moiekulen derselben Sone bestiickt, so 
daB sie am Ende wie ein mit Stacheln 
gespickter Kaktus aussieht. Dann schiit- 
tet man alles in einen Topf. riihrt kraftig 
und veneilt das Substanzgemisch wie- 
derum auf drei GetaBe, so daB jedes alle 
drei Verbindungen enthalt. Nun werden 
in den ersten Behalter B1-, in den zwei- 
ten B2- und in den dritten B3-Molekiile 
gegeben. Nach Vereinigen. Mischen und 
erneutem Aufteilen fiigt man in der nach- 
sten Runde die C-Molekule hinzu, was 
27 verschiedene Verbindungen ergibt. 

Diverse Pharmauntemehmen haben 
auch dieses Verfahren mittlerweile auto- 
matisien. Die Firma Chiron Therapeutics 
in Emeryville ( Kalifornien ) war unter 
den ersten: Don wurde ein Robotersy- 
stem entwickeit, mit dem sich Millionen 
von Verbindungen in einigen Wochen 
herstellen lassen. Der Automat setzt je- 
weils die benotigten Chemikalien zu und 
mischt und teilt die Kugelchen mit den 
Syntheseprodukten in jedem Schritt auf. 

Um in dem Substanzgemisch am En- 
de die wirksamste Komponente zu iden- 
tifizieren. testet man zuerst den Inhalt 
der GefaBe nach der letzten Umsetzung 
und ermittelt jeweils die mittlere Aktivi- 
tat. Der nachste Schritt ist schwieriger: 
In dem Behalter mit dem wirksamsten 
Gemisch jene Bausteinkombination zu 
identifizieren. welche die gewiinschte 
biologische Aktivitat hat. Doch auch 
dazu gibt es inzwischen eine Reihe von 
Verfahren. 

Die meisten machen sich zunutze. daB 
alle Molekule. die an einereinzelnen Ku- 
gel hangen. identisch sind. So fiigt man 
bei einer Methode. die Kit S. Lam von 
der Universitat von Arizona in Tempe 
entwickeit hat. zu dem Gemisch das mit 
einem Farbstoff markierte Zielmolekul, 
und kann dann leicht optisch erkennen, 
mit welchen Kugeln es sich verbindet 
(Bild 3). Diese sortiert man mit Mikro- 
pinzetten aus. lost die daran gebundenen 
Substanzen ab und bestimmt mit chemi- 
schen Analyseverfahren ihre Zusammen- 
seizung, Leider funktioniert das Verfah- 




ren nur flir gewisse Verbindungen wie 
Peptide I5nd ki#ze DNA-Molekiile 
(DNA ist die internationale Kurzbc- 
zeichnung fur die Erbsubstanz Desoxyri- 
bonucleinsaure). 

Andere Forschungsgruppen haben 
Methoden entwickeit, jeder Kugel ein 
leicht lesbares Etikett zu verpassen. das 
die Reihenfolge der Untereinhciten fest- 
halt, aus denen die anhangenden Mole- 



ki^^fgebaut wurden - sozusagen ein 
cMHbher Strichcode. der sich mit 
jedem neu angefugten Baustein um eine 
Markierung verlangert. Am Ende braucht 
man nur die Striche der Reihe nach abzu- 
lesen, um den Aufbau der Verbindungen 
auf der jeweiligen Kugel zu ermitteln. 
Wissenschaftler bei der Biotechnologie- 
firma Pharmacopeia in Princeton (New 
Jersey) konnten mit effizienten Etikettie- 



Synthese nach dem Prinzip „Teile und Mische" 



1. Schritt 

Man verteilt den ersten Satz an Baustemen 
- die A-Gruppo (Quadrate) - auf verschie- 
dene Reagenzgiaser, die jeweils Disper- 
sionen von Polystyrolkugeln (farbige Kreise) 
in einer Flussigkeit enthalten. Normaierwei- 
se umfaGt ein solcher Satz Dutzende von 
Verbindungen; der Einfachheit halber sind 
es hier jedoch nur drei. Die A-MolekOle hef- 
ten sich - und zwar mehrere auf einma! (an- 
ders als hier gezeigt) - an die Oberflache 
der Polystyrolkugeln. In Ldsung gebliebene 
uberschussige Reagentien werden ausge- 
waschen. 

2. Schritt 

Der Inhalt aller Reagenzgiaser wird zusam- 
mengeschuttet. 



3. Schritt 

Das Gemisch wird wiederum auf mehrere 
Reagenzgiaser aufgeteitt. Nun fugt man den 
zweiten Satz an MoWcQlen - die B-Gruppe 
(Dreiecke) - htnzu, indem man B1 in das 
erste Reagenzglas tropft, B2 in das zweile 
und so weiter. Es fdgt das ubliche Auswa- 
schen. Schritte 2 und 3 konnen je nach An- 
zahl der anzuhingenden Molekulsatze 
mehrfach wiederhott werden. 



4. Schritt 

Die ProduktmolekOle werden von den 
Pofystyrolkugel abgespatten. Jedes Rea- 
genzglas enhatt nun eine Mischung aus 
verschiedenen Bausteinkombinationen, 
die sich nicht ohne wetteres identifizieren 
lassen. Oft prOft man zunachst den ge- 
samten Inhalt jedes Reagenzglases auf 
seine mittlere blotogtache Aktivitat. Da 
afle Molekule in einem GefaB die zuletzt 
hinzugefugte Komponente gemeinsam 
haben (entweder B1, B2 oder B3 in un- 
serem Beispiel), ertthrt man so. welche 
davon die wirksamste Verbindung ergibt. 
Angenommen. es sel B2, kann man 
dann die Synthese wtoderholen. indem 
man die A-MoleWHe nun in getrennten 
Behaltern nur mit B2 reagi ren laf3t und 
die Produkte einer weiteren Prufung 




unterzieht. Eine Alternative ist. die Poly- 
styrolkugeln mitsamt den angeknupften 
Produkten zu testen und diejenigen aus- 
lesen. welche die gewunschte Aktivitat 
zeigen. Erst danach spaltet man von 
diesen die (identischen) Molekule ab 
und analysiert sie auf ihre Zusammen- 
setzung. 
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Bild 2: Auch das Durchmustern kom- 
binalorischer Substanzbibliotheken nach 
Stoffen mit erwiinschter biologischer Akti- 



rungstechnikcn, zu denen W. Clark Still 
von der Columbia-Universitat in New 
York die Grundideen beigesteuert hatte, 
sehr zuverlassig eigene kombinatorische 
Substanzbibliotheken auswerten. Wegen 
der immer noch bestehenden Schwierig- 
keiten bei der Identifikation von Verbin- 
dungen aus einer Teile-und-Mische-Syn- 
these bevorzugen die meisten Pharmaun- 
ternehmen jedoch weiterhin das Parallel- 
verfahren. 



vitat ist automauaierbar. Hier befbrdert ein 
Screening-Roboter MikrotitrationsplaUen 
mit Reaktionsprodukten zum Priifgerat 



Das Erstellen 
von Wirkstoflbibliothcken 

Beide Grundmethoden der komhina- 
torischen Chemie dienten urspriinglich 
zur Herstellung von Pepiiden. Das hatte 
einen rein praktischen Grund: Das An- 
einanderhangen von Aminosaurebaustei- 
nen an einem festen Trager ist eine bio- 
chemische Elementarreaktion. die schon 
seit den sechziger Jahren perfektioniert 




Bild 3: Die Startmolekiile einer kombinato- 
rischen Synthese heftet man oft an Polysty- 
rolkugeln und fiigt schrittweise die weite- 
ren Bausteine an. Dadurch lassen sich die 
am festen Trager haftenden Produkte leicht 
von den gelosten tiberschussigen Reagenti- 
en Irennen. AuBerdem kann man auf diese 
Weise unterschiedliche Bausteinkombina- 
tionen im gleichen ReaktionsgefaB synthe- 
tisieren. was das Verfahren vereinfacht. An 
ein und demselben Kiigelchen ha f ten stets 



identische Produkte, die sich bei Du rehm li- 
ster ungen auf Wirksamkeit priifen I as sen. 
An den rot erscbcftneoden Partikeln auf die- 
ser etua lOOfacfa vergr&flerten Mikropho- 
tographie hangen zum Beispiel Molekiile. 
an die sich bei einem Reihentest kunstli- 
che (mit einem roten Farbstoff markierte) 
Steroidrezeptoren angeiagert haben. Man 
kann die betrefTeaden Kiigelchen aussor- 
tieren und die Zoaammensetzung der an- 
haftenden MolekOJe analytisch bestimmen. 



worden war. Mil geeigncten Reagentien 
und ur^mdcn nchtigen Bedingungen er- 
forder^^Bnur einfaches Mischen und 
Ruhren^TO lauft praktisch mit lOOpro- 
zentiger Ausbeute ab. Dadurch lassen 
sich mehrstufige Synthesen auf festem 
Trager vollig ohne Reinigung der Zwi- 
schenprodukte durchfiihren; oft kbnnen 
sogar die Endprodukte ungereinigt zum 
Screening gehen. 

GroBe kombinatorische Peptidbiblio- 
theken lassen sich auSerdem auf relativ 
einfache Weise mit gentechnischen Me- 
thoden gewinnen. Dazu fiihn man bei- 
spielsweise in das Gen fur das Oberfla- 
chenprotein eines Phagen - eines Virus, 
das Bakterien befallt - ein kurzes DNA- 
Stuck (Oligonucieotid) ein. das fiir ein 
bestimmtes Peptid codiert. Daraufhin 
produziert dicser Phage und seine ge- 
samte Nachkommenschaft das entspre- 
chende Peptid und prasentiert es an sei- 
ner Oberflache. Durch systematische 
Variation der eingefiihrten DNA-Stucke 
konnte man so schon 1990 Bibliotheken 
mit 10 bis 100 Millionen Peptiden erzeu- 
gen, von denen viele eine bemerkens- 
werte Affinitat zu diversen Rezeptoren 
zeigten - also zu Strukturen. an denen 
sich im Organismus Hormone. Neuro- 
transmitter oder andere Botenstoffe anla- 
gern und dadurch ihre jeweilige Wirkung 
ausiiben. 

Allerdings taugen Peptide, obwohl sie 
in biologischen Systemen eine sehr 
wichtige Rolle spielen, kaum als Arznei- 
mittel: denn sie werden nur schlecht 
durch die Magenwand resorbiert. im 
Darm gespalten und selbst beim Injizie- 
ren schnell wieder aus dem Blutstrom 
entfernt. Um ihre Bestandigkeii gegen- 
iiber Spaitenzymen { Proteasen ) zu erho- 
hen, ist man deshalb auf kiinstliche Ami- 
nosauren als Bausteine ausgewichen. 
Dennoch begann sich die Pharmaindu- 
strie erst verstarkt fiir die kombinatori- 
sche Chemie zu interessieren. als abzu- 
sehen war. daB damit auch nicht-peptidi- 
sche Wirkstoffe - etwa aus der Klasse 
der Benzodiazepine - zugiingiich sind. 

Benzodiazepine gehorcn zu den 
me ist verse hriebenen Arzneimitteln und 
dienen - wie der bekannteste Venreter 
Diazepam (Valium) - hauptsiichlich als 
Tranquilizer zur Stimmungsaufhellung. 
zum Losen von Angst-. Spannungs- und 
Unruhezustanden sowie als Schlafmittel. 
Das Spektrum umfaftt aber auch eine 
Reihe von Derivaten mit weiteren the- 
rapeutischen Wirkungen. Dazu zahlen 
krampflosende und schlafverhindcmde 
Mittei. Gegenspieler des blulplatichen- 
aktivierenden Faktors (der bei der Blut- 
gerinnung eine bedeutende Rolle spielt ). 
Hemmstoffe fiir das Enzym Reverse 
Transkriptase des AIDS-Erregers HIV 
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t Human-Immunschwachc- Virus 
Inhibitoren des Enzyrns Ras-Fz 
Transferase, das an der Entstehung be- 
stimmter Krebsarten beteiligt ist. 

Wegen ihrer weitgefacherten biologi- 
^chen Aktivitat waren die Benzodiazepi- 
ne auch die erste Verbindungsklasse, bei 
dor man mittels kombinatorischer Che- 
mic nach neuen therapeutisch nutzbaren 
Vertretem suchte. Im Jahre 1992 be- 
schrieb einer von uns (Ellman) zusam- 
men mit Barr>' Bunin (ebenfails an der 
Universitat von Kalifornien in Berkeley) 
eine Methode zu ihrer Synthese auf fe- 
stcn Tragern: das Verfahren ermoglich- 
ic die Ersteilung von Bibliotheken mit 
mehreren tausend Derivaten. 

Kiirzlich entwickelten wir eine ver- 
besserte Synthesemethode. die einen ein- 
fachen Zugang zu einer noch viel groBe- 
ren Zahl von Benzodiazepinen bietet. 
Die anspruchsvollste Aufgabe beim Ent- 
wurf einer kombinaiorischen Synthese- 
methode ist, jene Reaktionsbedingungen 
zu ermitteln. bei denen sich moglichst 
wenig storende Nebenprodukte bilden. 
Diese Feinabstimmung zum Vermeiden 
von Verunreinigungen beschaftigte uns 
uber ein Jahr; als wir schlieBlich das op- 
timale Verfahren gefunden hatten, ver- 
mochten wir in nur zwei Monaten zu- 
sammen mit Bunin in einer Parallelsyn- 
these I 1 200 Verbindungen herzustellen. 

In den verschiedenen Benzodiazepin- 
Biblioiheken konnten wir mehrere Sub- 
stanzen mit interessanten biologischen 
Wirkungen identifizieren. So fanden wir 
in Zusammenarbeit mit Victor Levine 
und Raymond Budde vom M. -D. -Ander- 
son -Kxebszentrum in Houston (Texas) 
einen Hemmstoff fur ein Enzym, das bei 
Dickdarmkrebs und Osteoporose eine 
Rolle spielt. Ein anderes Benzodiazepin. 
das wir gemeinsam mit Gary Glick und 
seinen Koilegen an der Universitat von 
Michigan in Ann Arbor entdeckten, blok- 
kiert die Bindung von Antikorpern an 
einzclstrangige DNA, die beim systemi- 
schem Lupus erythematodes auftritt, ei- 
ner tiickischen Autoimmunerkrankung, 
die zur GefaBentzundung fiihrt und vide 
Organe schadigen kann. Beide Substan- 
zen befmden sich aber noch in der ersten 
Testphase im Labor. 

Nachdem so erwiesen war, daB sich 
mittels kombinatorischer Chemie auch 
nicht-peptidische WirkstofFe herstellen 
lassen, begann sich die Pharmaindustrie 
auf diesem Gebiet zu engagieren. In den 
letzten funf Jahren entstanden Dutzende 
kleiner Firmen, die sich ausschlieBlich 
mit dieser Art der Wirkstoffsuche be- 
schattigen. und fast alle groBeren Phar- 
maunternchmen haben inzwischen ei- 
gene Abtcilungen fur kombinatorische 
Chemie oder arbeiten mit einem klei- 
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Bild 4: Die lichtgesteoerte Synthese ist ein 
elegantes neueres Verfahren zur Herstel- 
lung kombinatorischer Peptidbibliotheken, 
das sich an die in der Halbletterindustrie 
gebrauchlichen lithographischen Metho- 
den anlehnt. Dabei verwendet man Amino- 
saurebausteine, die an ihrem Amino-Ende 
mit einer lichtempfindlichen Schutzgmppe 
(X) versehen sind, and bindet die Molekule 
des ersten Satzes Uber das Carboxyl-Ende 
an einen flachen Feststofftrager (a). Diesen 
deckt man mit einer Maske ab, die nur ein 
kleines Areal freilaBt, und entfernt dort 



neren, darauf spczialisierten Partner zu- 
sammen. 

Die Benzodiazepine waren nur der 
Anfang. Mittlerweile wird kombinato- 
rische Chemie mit einer breiten Palet- 
te von Ausgangsmaterialien betrieben. 
Meist verwendet man dabei kombinato- 
rische Bibliotheken mis kleinen organi- 
schen Molekulen als Fundgruben aus- 
sichtsreicher Leitverbindungen oder zur 
Optimierung eines schon bekannten 
Wirkstoffs. Im ersten Falle werden oft 
groBe Sammlungen mit Zehntausenden 
oder gar Millionen von Substanzen er- 
zeugt. Dagegen enthalt eine Bibliothek, 
mit der die Wirksamkeit und Vertraglich- 
keit einer existierenden Leitverbindung 
gesteigert werden solL ablicherweise nur 
einige hundert Verbindungen. 

Inzwischen haben es Wirkstoffe. die 
der kombinatorischen Chemie entstam- 
men, auch schon bis zu klinischen Tests 
am Menschen gebrachL Wegen der Neu- 
heit des Verfahrens konnte zwar noch 
keiner lange genug untersucht werden. 
um von der amerikanischen Gesund- 
heitsbehorde (U.S. Food and Drug Ad- 



durch Belichten die Schutzgmppe (b). Beim 
Eintauchen des Tragers in eine Losung mit 
einem weiteren geschiitzten Aminosaure- 
baustein (A-X), vermag dieser ausschlieB- 
lich mit den freien Amino-Enden zu reagie- 
ren (c). Anschlieftend kann man die Mas- 
ke verschieben, eine neue Stelle belichten 
(d) und dort eine andere Aminosaure (B) 
ankoppeln <e). Nach diesem Prinzip lassen 
sich dicht nebeneinander auf der Trager- 
platte verschiedene Peptide aufbauen. 
deren Zusammensetzung und Position von 
einem Computer gespeichert werden {/). 



ministration) die Zulassung zu erhalten; 
doch ist es nur noch eine Frage der Zeit. 
bis das erste solche Medikarnent auf den 
Markt kommt. 

In einem weit fortgeschrittenen Ent- 
wicklungsstadium befindet sich zum 
Beispiel ein poteniielles Arzneimittel bei 
dem intemationalen Pharmakonzern Pfi- 
zer mit Hauptsitz in New York. Dort war 
1993 mit Standardmethoden eine Leit- 
verbindung mit einer gewissen vorbeu- 
genden Wirkung gegen Atherosklerose 
( „Arterienverkalkung** ) entdeckt wor- 
den. Mittels Parallel synthese konnten 
in einem firmeneigenen Laboratorium 
mehr als 1000 Derivate hergestellt wer- 
den, von denen einige lOOmai wirksamer 
als die Leitverbindung waren. Ein daraus 
abgeleiteter Wirkstoff wird nun klinisch 
getestet. Hier zeigt sich der immense 
Vorteil des kombinatorischen Ansatzcs: 
Uber 1000 Substanzen auf konventionel- 
le Art der Reihe nach herzustellen. um 
einige wenige mit erhohter bioiogischer 
Aktivitat zu finden. hatte einen Aufwand 
an Zeit und Geld bedeutet, den sich nur 
wenige Laboratorien leisten konnten. 
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Ugi-Reaktion 
RjCOOH + R 2 NH 2 
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Biginelli-Reaklion 

n 0 
c 11 

/ X + FLCHO + C COOfl- 
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Passerini-Reaktion 
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R,COOH + + R 4 n C 
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H 

R 2 R- 



?i ? f : P ,e koml >inatorische Synthese von 
Molekulen, deren Bausteine uber schwer 
zu kniipfende KohlenstofT-KohienstofTbin- 
dungen miteinander verbunden sind, ist 
eine Herausforderung an die Chemiker. 
Bislang gibt es erst wenige Reaktionen, die 



sich dafiir dgncn. Dazu gehoren die drei 
hier aufgefOIirten. Durch systematische 
Variation dcr Snbctituemen R, kann man 
damit aus Carfoomiiiren, Aminen, Isonitri- 
len und Ketone*) cine umfangreiche kom- 
binatorische Sobttenzbibliothek aufbauen 



Bei Eli Lilly, einem multinationalen 
Pharmakonzem mit Sitz in Indianapolis 
( Indiana ), wurde ebenfalls mit einer Par- 
allelsynthese ein MitteJ gegen Migrane 
encwickeit. das jetzt in derkllnischen Prii- 
fung ist. Die zunachst aufgefundene Leit- 
verbindung heftet sich zwar sehr stark an 
die gewunschte Zielstruktur, hat aber zu- 
gleich eine hohe Affinitat gegeniiber an- 
deren Rezeptoren, was unerwunschte Ne- 
benwirkungen verursacht. In einer ParaJ- 
lelsynthese wurden etwa 500 Derivate er- 
zeugt: darunter war jene wahlerischere 
Substanz, die jetzt getestet wird. 



Perspekliven 

Sicherlich werden sich Wege finden, 
kombinatorische Bibliotheken noch 
schneiier und billiger zu erzeugen. Ein 
schon jetzt intensiv verfolgter Ansatz ist, 
mit ausgekliigelten Reaktionsverfahren 
die Ausbeute am jeweils enviinschten 
Endprodukt zu erhohen. Andere Bestre- 
bungen gehen dahin. die PoivstyroJku- 
geln entbehrlich zu machen. Zum einen 
bedeutet das Anheften des ersten Bau- 
steins und das Ablosen des Endprodukts 
einen zusatzlichen Arbeitsaufwand. Vor 
allem aber haben feste Trager den Nach- 
teil. dafl der Zugang der Reagentien aus 
dcr Losung zu den angebundenen Mole- 
kulen erschwen ist. was die Ausbeuten 
verringem kann. Dies laCt sich vermei- 
dcn. jndem man statt Polystyroikiieel- 
chen beispielsweise Polycthylengiykol 
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zum Anheften der zu synthetisierenden 
Molekule verwendet. Es ist in Wasser und 
den meisten anderen gebrauchlichen Lo- 
sungsmitteln gut, in Ether dagegen kaum 
losiich. Man kann somit das Anhangen 
eines neuen Bausteins in Losung durch- 
fiihren und danach durch Zugabe von 
Ether das Polyethyienglykoi mit dem dar- 
an befestigten Zwischenprodukt ausfal- 
ien, abfiltriercn und waschen. Dieser Zy- 
kius lafit sich beitebig wiederholen. 

Auf einen Trager kann ganz verzichtet 
werden. wenn man mehrere Bausteine 
gleichzeitig zum Endprodukt verkniipft 
( Bild 5 ). Die Zahl geeigneter Multikom- 
ponentenreaktiooen ist jedoch be- 
schrankt, und btsher sind nur wenige 
Strukturen damit zugfinglich. Eine weite- 
re Moglichkeit besteht darin, als Start- 
komponente ein Molekiil - zum Beispiel 
in Form eines Rings - mit mehreren An- 
bindungsstellen zu verwenden. Diese tra- 
gen Schutzgruppen. die einzeln entfemt 
werden, wobei nun jeweils gezielt einen 
bestimmten BauHetn anfiigen kann. 

Trager entfallen natUrlich auch bei der 
erwahmen biotechnologischen Produkti- 
on von Phagenbibliotheken. Dasselbe 
gilt fur ein ahniiches Verfahren, mit dem 
sich kombinatorische Varianten einer be- 
stimmten Klasse von Antibiotika erzeu- 
gen lassen. Diese sogenannten Makroli- 
de, zu denen etwa das Erythromycin ge- 
hbrt, sind Ringe (genauer: Makrolacto- 
ne, also innere Ester) aus zyklisch anci- 
andergereihten langkettigen Hydroxycar- 
bonsauren mit angehangten Zuckerre- 



st||t^)urch Variation von An und Rei- 
J^K e der cingebauten Sauren erhalt 
rm^Funterschiedliche Vertreter. In der 
Natur sind fiir den Zusammenbau bakte- 
rielle Enzyme zustandig. Verschiedene 
Gene, die in Gruppen ( Modulen ) zusam- 
mengefaBt werden kbnnen. codieren die 
zum Aufbau der Makrolide notigen En- 
zyme. Bei n Modulen fiir die Biosynthe- 
se von Makroliden mit p Sauren fiihn die 
KJonierung aller moglichen Modulkom- 
binationen zu pr verschiedenen Produk- 
ten. Es handelt sich dabei urn eine An 
kunstliche Evolution im Zeitraffer. 

Andern diirfte sich auch die Art, in der 
Daten iiber die Aktivitat von getesteten 
Verbindungen in Pharmafirmen gesam- 
meit und ausgewertet werden. Aus Infor- 
mationen daruber. wie stark sich die Mit- 
glieder einer kombinatorischen Biblio- 
thek aus Tausenden von Verbindungen 
jeweils an einen bestimmten Rezeptor 
binden. lassen sich Ruckschliisse auf 
Form und GrbBe dieses Zielmolekuis 
einschlieBlich seiner Ladungsveneilung 
Ziehen, ohne daB seine genaue Struktur 
bekannt ist. Dies wiedemm gibt geziel- 
te Hinweise darauf. in welche Richtung 
die existierende Leitverbindung am ge- 
schicktesten zu verandern ware oder mit 
welchern Ausgangsmaterial man eine 
neue kombinatorische Bibliothek auf- 
bauen konnte. 

Obwohl wir gemafi dem Generalthe- 
ma dieses Heftes die Entdeckung neuer 
Arzneimittel in den Vordergrund geriickt 
haben. sei nicht verschwiegen. daB die 
kombinatorische Chemie mittierweiie 
auch auf anderen Gebieten erprobt wird. 
In der Materialforschuna etwa erhofft 
man sich von ihr einen schnellen und ko- 
stengiinstigen Zugang zu neuen Werk- 
stoffen. So haben Peter W. Schultz und 
seine Koliegen an der Universitat von 
Kalifomien in Berkeley eine kombinato- 
rische Bibliothek von Metalloxidfllmen 
erzeugt und sie nach Supraieitern, Kata- 
lysatoren und magnetoresistiven Sub- 
stanzen durchforstet. Dabei stieBen sie 
auf eine neue Substanzfamilie der allge- 
meinen Formel La x ( Ba.Sr.Ca ),CoO, mit 
hohem Magnetwiderstand. Andere For- 
schungsgruppen erzeugien durch kombi- 
natorische Methoden Fliissigkristalle 
(fiir Flachbildschirme ) und Ausgangs- 
materialien fiir Dunnschichtbatterien. 

Mancher mag bemangeln. diese An 
Chemie setze zu sehr auf den blinden 
Zufall; Man vereinigr eine Serie von 
Bausteinen und hofft auf ein verwenba- 
res Ergebnis, Daii der Zufall dabei uber 
Wisscn und wohldurchdachte Planung 
triurnphiere, ist jedoch eine Fehlein- 
schatzung. Eine cuie Bibliothek entstcht 
nur bei griindlicher Vorbereitung und 
Planung. Welche Bausteine kombinicn 
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und wic die entstandenen StrukturHpff 

biologische Aktivitat gepriift werden sol- 
len. rnufi man sich vorher genauestens 
uberlegen. 

Die kombinatorische Chcmie bietet 
die Moglichkeit, auf neue und interes- 
sante An grofie Datenmengen zu sam- 
meln. zu organisieren und zu analysie- 
ren. Mit dem Prinzip, aus einer Menge 
verwandtcr Verbindungen die wirksam- 
sten Komponenten auszuwahlen. hat sie 
der Wirkstoffsuche neue Impulse gege- 
ben. Und was vom Immunsystem abge- 
schaui ist, kann vielleicht sogar einmal 
Substanzen liefern, die korrigierend ein- 
greifen. wenn die Korperabwehr ihrer- 
setts versa 2t. 



Matthew J. Plunkett und Jonathan 
A. Ellman haben bis vor kurzem ge- 
meinsam an der Universitat von Kalifor- 
nien in Berkeley iiber Verfahren zur 
kombinatorischen Synthese von poten- 
tiellen Wirkstoffmolekiilen gearbeitet. 



Plunkett #*?g iSacrfc^ziner Promotion vor 
einem Jahr zu der Firma Arris Pharma- 
ceutical in San Francisco ( Kalifomien), 
wo er sich auf das Erstellen kombinatori- 
scher Bibliotheken flir Zufallsscreening 
und Proteasehemmung spezialisierte. 
Ellman ist seit 1992 Professor in Berke- 
ley. Er und seine MiLarbeiter beschafti- 
gen sich mit der EntwickJung chemi- 
scher Verfahren, die sich speziell flir die 
Synthese von Bibliotheken organischer 
Verbindungen eignen, sowie mit der An- 
wendung solcher Bibliotheken auf Fra- 
gestellungen in Chemie und Biologic 
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Virtuelle 
kombinatorische Chemie 



Heute kann man kombinatorische Substanzbibliotheken 
auf dem Computer modellieren und die mutmaBlichen Eigenschaften ihrer Mitglieder rein 
rechnerisch grob abschatzen. Nur die Moleklile, die voraussichtlich die gewunschte 
pharmakologische Wirkirag zeigen, brauchen dann 
tatsachlich synthetisiert zu werden. 



Von Roger Lahana 



Hochstes Ziel jedes Pharmalabors 
ist es. neuartige Wirkstoffe mit 
genau umschriebenen Eigen- 
schaften zu kreieren. Die noch junge 
kombinatorische Chemie bietet dazu ei- 
nen leistungsfahigen Ansatz ( siehe den 
Beitrag auf Seite 28). Ihr Nuizen lattt 
sich aber noch stcigern. wenn man sie 
mit der Analyse virtueller Molekuidaten- 
banken auf dem Computer verbindet: 



Bevor man etne kombinatorische Sub- 
stanzbibliothek im Labor synthetisiert, 
kann man fiir dercn Mitglieder mil spezi- 
eller Software auf dem Rcchner bereits 
die mutmaBliche Wiiksamkeit ermitteln 
und braucht dann nur die vieiverspre- 
chendsten MolekOle tatsachlich herzu- 
stellen; das span viel Zeit und Aufwand. 

Die Modellierung von Molekiilen am 
Computer ist heute ein fest etablienes 



Verfahren in der Pharmaforschung. Im 
allgemeinen geht man dabei von der bi- 
naren Representation einer biologisehen 
Zieistruktur (etwa einem Rezeptor) aus 
und konstruiert am Rechncr einen opti- 
mal dazu passenden Liganden. indem 
man ein schon bekanntes Molekul ab- 
wandelt. das eine gewisse Atfiniiai zur 
Zieistruktur zeigt, odcr aus einem vorge- 
gebenen Satz von Bcstandtcilen ein yan/ 
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